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1  ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
Reduktion des Endotoxin-bedingten Leberschadens durch immun-
modulierende CpG-Oligodeoxynukleotide 
 
Im Rahmen einer Sepsis stellt das Leberversagen eine gefürchtete und kritische Ent-
wicklung des Krankheitsgeschehens dar, da es trotz aller modernen intensivmedizinischen 
Maßnahmen mit einer hohen Mortalität einhergeht.  
 
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie der Einfluss ei-
ner kurzkettigen synthetischen DNA-Sequenz mit einem zentralen Cytidin-Guanosin-Motiv, 
kurz CpG-Oligodeoxynukleotid (CpG-ODN), auf die hepatische Mikrozirkulation endotoxämi-
scher Ratten untersucht. Die CpG-ODN-Konditionierung erfolgte sechs Tage vor Induktion 
der Endotoxinämie. Im Vergleich zu einem nicht-CpG-Motiv-haltigen, biologisch inerten Oli-
godeoxynukleotid als Kontroll-Substanz, wurde der Lipopolysaccharid-induzierte Leberscha-
den nach 6- und 16-stündiger Endotoxinämie untersucht. Um die Veränderungen an der Le-
ber zu quantifizieren und Einsicht in die Wirkmechanismen zu erhalten, wurden neben der 
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie histologische, immunhistochemische, laborchemische 
sowie proteinbiochemische Methoden eingesetzt.  
 
Sowohl die intravitalmikroskopischen, als auch die zusätzlich durchgeführten Untersu-
chungen zeigten für CpG-ODN-vorbehandelte Tiere im Vergleich zu Kontrolltieren eine signi-
fikante Reduktion des Endotoxin-vermittelten Leberschadens. CpG-ODN-vorbehandelte Tie-
re wiesen eine deutlich verbesserte nutritive Perfusion, Gewebeoxygenierung und Sekreti-
onsleistung auf. Die intrahepatische Leukozytensequestrierung und der parenchymatöse 
Schaden waren signifikant vermindert. In Übereinstimmung mit den intravitalmikroskopischen 
Ergebnissen zeigten die histologischen Untersuchungen eine signifikante Reduktion der he-
patozellulären Apoptose und der sinusoidalen Leukostase. Laborchemisch konnte ein deutli-
cher Rückgang der Plasmaaktivität der Leberenzyme nach CpG-ODN-Behandlung im Ver-
gleich zu Kontrollen festgestellt werden. Proteinbiochemisch wurde eine verminderte Ex-
pression von TRAF6, einem zentralen Protein in der Signalkaskade von Lipopolysacchariden 
(LPS) und CpG-ODN, und dem Transkriptionsfaktor NFκB, sowie eine kompensatorische 




In separaten Experimenten wurden aufgrund der bekannten Eigentoxizität von CpG-
ODN frühe und späte Effekte von CpG-ODN auf die hepatische Mikrozirkulation untersucht, 
sowie die Frage des Verbleibs der DNA-Sequenzen nach intraperitonealer Injektion beant-
wortet. Diese Versuche zeigten am ersten Tag nach CpG-ODN-Injektion ausgeprägte Mikro-
zirkulationsstörungen der Leber, einhergehend mit intrahepatischer Leukozytenakkumulation 
und hepatozellulärer Apoptose. Diese Veränderungen waren innerhalb von 6 Tagen voll-
ständig reversibel. Durch Verwendung von fluoreszierenden CpG-ODN war ein intravital-
mikroskopischer Nachweis der DNA-Sequenzen in sinusoidalen Uferzellen der Leber bis zu 
6 Tage nach Applikation möglich. 
 
In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass CpG-Oligodeoxynukleotid-
Präkonditionierung in niedrig gewählter Dosierung trotz initialer hepatotoxischer Wirkung 
protektive Einflüsse auf die hepatische Mikrozirkulation und die Endotoxin-vermittelte Leber-
dysfunktion haben. Diese Erkenntnisse stehen in Übereinstimmung mit einer Reihe von Ver-
öffentlichungen über immunstimulierende Effekte von CpG-ODN. Die Mechanismen von 
CpG-Oligodeoxynukleotiden sind in allen Details bislang nicht abschließend aufgeklärt, je-
doch fanden wir Anhalt, dass die protektive Wirkung über eine Reduktion des TRAF6-NFκB - 
























Reduction of endotoxin-induced liver damage by immunostimula-
tory CpG-oligodeoxynucleotides  
 
Liver dysfunction is a critical step in sepsis-associated multi-organ failure and is asso-
ciated with a high mortality, determining final outcome of the disease.  
 
In this study, we investigated the impact of a short synthetic DNA sequence with a cen-
tral cytidine-guanosine motif, a so-called CpG-oligodeoxynucleotide (CpG-ODN), on the he-
patic microcirculation, liver morphology and hepatocellular function in endotoxemic rats. 
CpG-ODN preconditioning was performed 6 days before induction of endotoxemia. In com-
parison with a non-CpG-motif-containing, biologically inert DNA sequence, we analyzed en-
dotoxin-induced liver damage at 6 and 16h after endotoxin administration. Additionally, we 
used histological and immunohistological stainings, and western blot analysis to quantify 
morphological and functional deteriorations of the liver. 
 
Intravital microscopy and morphological analyses showed a reduction of endotoxin-
induced liver damage after CpG-ODN treatment compared to controls. The improved mi-
crovascular perfusion and tissue oxygenation were associated with an increased hepatocyte 
secretory function. This was associated with a reduced intrahepatic leukocyte sequestration 
and parenchymal tissue damage in CpG-ODN pre-treated animals. In accordance with our in 
vivo data, histological analysis showed a significant attenuation of hepatocyte apoptosis and 
sinusoidal leukostasis. In CpG-ODN pre-treated animals, plasma activities of liver enzymes 
were found markedly reduced. Protein analysis showed a downregulation of TRAF6, the cy-
toplasmic key molecule linking CpG-ODN and lipopolysaccharide (LPS) signaling, a reduced 
NFκB activation and a compensatorily increased TLR4 expression.  
Additional experiments were performed to clarify early and late effects of intraperitoneal 
CpG-ODN administration on liver microcirculation. By using fluorescent CpG-ODN, we could 
also answer the question on the fate of the intraperitoneally injected DNA sequences. These 
experiments showed distinct microcirculatory disturbances, coinciding with leukocyte accu-
mulation and hepatocellular apoptosis one day after CpG-ODN administration. These altera-




could detect fluorescein-labeled CpG-ODN in sinusoidal lining cells until day 6 after intraperi-
toneal injection. 
 
Thus, this study shows for the first time that low dosed CpG-ODN preconditioning ex-
erts protective effects on hepatic microcirculation and endotoxin-induced liver dysfunction 
despite early liver toxic “side” effects. These results are in line with other recent findings on 
immunostimulatory effects by CpG-ODN. The exact molecular mechanisms of immune 
stimulation and of the resulting protective effects still remain to be elucidated in detail. How-
ever, the present study indicates that the protective effect is mediated by a downregulation of 


































3.1  Sepsis 
 
3.1.1 Definition  
 
Die Invasion pathogener Keime in die Blutbahn mit der Überwindung der natürlichen 
Endothelbarriere und einer überschießenden Antwort des Organismus im Sinne einer syste-
mischen entzündlichen Antwort wird mit dem Begriff „Sepsis“ beschrieben [BONE et al., 
1992]. Obwohl der Begriff Sepsis eng mit der modernen Medizin verknüpft ist, handelt es 
sich um einen sehr alten medizinischen Terminus. Das Wort "Sepsis" wurde bereits von Hip-
pokrates (ca. 460-370 v. Chr.) eingeführt und leitet sich von dem griechischen σηπω ("faul 
machen") ab. Schottmüller (1867-1936) formulierte 1914 eine erste moderne Definition der 
Sepsis, nachdem er die Bedeutung eines infektiösen Fokus erkannt hatte: „Eine Sepsis liegt 
dann vor, wenn sich innerhalb des Körpers ein Herd gebildet hat, von dem konstant oder 
periodisch pathogene Bakterien in den Blutkreislauf gelangen und zwar derart, dass durch 
diese Invasion subjektive und objektive Krankheitserscheinungen ausgelöst werden.“ Seiner 
Meinung nach hatte sich eine Therapie „... nicht gegen die im Blute kreisenden Bakterien, 
sondern gegen die … frei werdenden Bakterien-Toxine zu richten…" [SCHOTTMÜLLER, 1914]. 
Nach weiteren Erkenntnissen in den 80iger Jahren des 20. Jahrhunderts wurde 1989 von 
dem amerikanischen Intensivmediziner Roger Bone (1941-1997) die heute gültige Sepsisde-
finition formuliert: "Sepsis ist definiert als eine Invasion von Mikroorganismen und/oder ihrer 
Toxine in den Blutstrom und die Reaktion des Organismus auf diese Invasion" [BONE et al., 
1989]. 
 
Angesichts der Komplexität des Krankheitsbildes der Sepsis und der Ähnlichkeit zu se-
kundären Entzündungsreaktionen, tauchten in der Nomenklatur der Sepsis viele verschiede-
ne Begriffe auf. 1992 veröffentlichten das American College of Chest Physicians und die 
American Society of Critical Care Medicine auf einer Konsensuskonferenz festgelegte Defini-
tionen für das systemische Entzündungsreaktionssyndrom (SIRS) und die Sepsis [BONE et 
al., 1992]. Ziel war, die Diagnose und Therapie anhand klarer Kriterien zu erleichtern, wie 





Bakteriämie Auftreten von Bakterien im Blut, durch eine positive Blutkultur nachweisbar 
SIRS zwei oder mehr der folgenden Kriterien (SIRS-Kriterien): 
1)  Hyperthermie (>38°C) oder Hypothermie (<36°C) 
2)  Tachypnoe (>24 Atemzüge / Minute) 
3)  Tachykardie (Herzfrequenz >90 Schläge / Minute) 
4)  Leukozytose (>12.000/µl), Leukopenie (<4000/µl) oder >10% unreife Frühformen 
Sepsis  SIRS mit Verdacht auf oder gesicherter mikrobieller Ätiologie 
schwere Sepsis (Sep-
sis-Syndrom) 
Sepsis mit mindestens einem Anzeichen für Organdysfunktion: 
1)  Herz-Kreislauf-System: systolischer Blutdruck <90mmHg oder mittlerer arterieller 
 Druck <70mmHg, der auf i.v.-Volumengabe reagiert 
2)  Niere: Ausscheidung <0.5ml/kg/h trotz adäquater Volumengabe 
3)  Lunge: PaO2/FIO2 <250, oder <200, falls die Lunge das einzige versagende 
 Organ darstellt 
4)  Blut: Thrombozytenzahl <80.000/µl oder Abnahme um 50% vom höchsten 
 gemessenen Wert der letzten 3 Tage 
5)  ungeklärte metabolische Azidose: pH <7.30 oder ein BE ≥5mEq/l sowie ein 
 Plasma-Laktatwert >1.5x des Normalwertes 
6)  adäquate Volumengabe: Lungenarterien-Wedge-Druck ≥12mmHg oder ZVD 
 ≥8mmHg 
septischer Schock Sepsis mit Hypotension (<90mmHg oder mehr als 40mmHg unter Normaldruck des 
Patienten) für mindestens eine Stunde trotz adäquater Volumentherapie oder 
Bedarf an Vasopressoren, um den systolischen Blutdruck >90mmHg oder den mitt-
leren arteriellen Druck ≥70mmHg zu halten 
refraktärer septischer 
Schock 




Versagen von mehr als einem Organ, Notwendigkeit der Intervention, um Homö-
ostase zu erhalten 
 
Tabelle 1: Terminologie entsprechend der Konsensus-Konferenz 1992 
 
 
3.1.2 Epidemiologie  
 
Eine epidemiologische Studie für die USA hat gezeigt, dass innerhalb der Jahre 1979-
2000 insgesamt nahezu 10.5 Millionen Sepsis-Fälle registriert wurden, was ca. 1.3% aller 
Hospitalisationen entspricht [MARTIN et al., 2003]. Bei Behandlungskosten für einen Sepsis-
Patienten von etwa 50.000 US-$ [CHALFIN et al., 1993] wird das Gesundheits- und Versiche-
rungswesen allein durch diese Patientengruppe mit ca. 17 Milliarden US-$ jährlich in erhebli-
chem Maße belastet [ANGUS et al., 2001], unabhängig von dem massiven Verbrauch von 





Insgesamt hat sich die Häufigkeit der Sepsis innerhalb der letzten 20 Jahre von 
83/100.000 im Jahr 1979 auf 240/100.000 in 2000 nahezu verdreifacht, die Inzidenz steigt 
jährlich um 8.7%. Diese Zunahme von Sepsis-Fällen kann zum einen sicherlich der Tatsache 
zugeschrieben werden, dass durch die Festlegung klarer Kriterien [BONE et al., 1992] weit-
aus mehr Fälle an Sepsis erkannt, als solche diagnostiziert und mit zunehmender elektroni-
scher Datenverarbeitung auch als solche codiert worden sind. Zum andern spielen neben 
epidemiologischen Faktoren (steigendes Durchschnittsalter der Bevölkerung und eine höhe-
re Lebenserwartung) auch die Zunahme chronischer Krankheiten, eine steigende Zahl an 
immungeschwächten Patienten (AIDS-Patienten, Immunsuppression, Gebrauch von Gluko-
kortikoiden), aber auch der weit verbreitete Gebrauch von Verweilkathetern, Kunstgelenken 
[ZIMMERLI et al., 2004] und der mechanischen Beatmung eine große Rolle. Der oftmals un-
kontrollierte und ungezielte Einsatz anti-mikrobieller Pharmaka und die daraus resultierende 
Entwicklung mikrobieller (Multi-)Resistenzen tragen sicherlich auch zur Zunahme an schwer 
verlaufenden Sepsisfällen bei. 
 
Die Mortalität hängt vom Geschlecht des Patienten sowie von genetischen, ethnologi-
schen und sozialen Faktoren ab. Sie steigt mit zunehmendem Alter, mit einem dramatischen 
Anstieg ab einem Alter über 75 Jahren [ANGUS et al., 2001]. Im Rahmen einer schweren 
Sepsis oder eines septischen Schocks beträgt die Mortalität 60% [BRUN-BUISSON et al., 
1995], und ist damit trotz großer medizinischer Fortschritte innerhalb der letzten 10 Jahre 




Pathophysiologische Grundlage der Sepsis ist ein septischer Herd, aus dem pathoge-
ne Keime oder Bestandteile pathogener Keime in die systemische Zirkulation gelangen und 
dort zu einer überschießenden Freisetzung und Aktivierung von Mediatoren führen. Dies 
führt nach Aktivierung des Immunsystems in letzter Konsequenz zu einer Schädigung paren-
chymatöser Organe als Grundlage für Organdysfunktion und Multiorganversagen als 
schwerster Verlaufsform einer Sepsis. Entscheidend für den Verlauf und das Fortschreiten 
der Sepsis beim Patienten sind weniger Anzahl und Virulenz der Erreger, als vielmehr das 
Ausmaß und der Ablauf der entzündlichen Reaktion [VAN DEVENTER et al., 1997]. Sepsis ist 
ein biphasisch ablaufendes Krankheitsbild. In der initialen hyperdynamen Phase führen Ent-
zündungsmediatoren zu einer Vasodilatation, die jedoch durch eine Erhöhung von Herzfre-
quenz und kardialer Auswurfleistung unter Aufrechterhaltung eines normalen Blutdrucks 
kompensiert werden kann. Mit Fortschreiten der Sepsis sind die Kompensationsmechanis-




persistieren kann. Diese beiden Phasen können sich bei einem Patienten mehrfach wieder-
holen. Der Verlauf einer Sepsis lässt sich neben der Kreislaufsituation auch anhand immuno-
logischer Faktoren in eine initiale pro-inflammatorische Phase mit Überwiegen entzündungs-
fördernder Mediatoren (TNF-α, Komplementfaktoren C3, C5a, IL-1, -2, -6, -8 und Interferon-
γ) sowie eine späte Phase mit einem Überwiegen anti-inflammatorisch wirkender Mediatoren 




Sepsis geht einher mit der Migration aktivierter Leukozyten aus dem Blutkreislauf in 
entzündetes Gewebe [GEISSMAN et al., 2003] und einer gesteigerten Leukozyten-Produktion 
im Knochenmark. Diese neu gebildeten Leukozyten werden als frisch-differenzierte oder gar 
unreife, undifferenzierte Frühformen ins Blut abgegeben und präsentieren sich in Form tief 
greifender Veränderungen im Bild peripherer Lymphozyten [HOLUB et al., 2003; MONNERET 
et al., 2003] und Monozyten [FINGERLE et al., 1993]. Ebenso finden sich Veränderungen in 
der Expression von Oberflächenmarkern (z.B. Chemokin-, TNF-α-, IL-1-, C5a-Rezeptoren, 
TLR2 und TLR4). Aktivierte Leukozyten setzen zahlreiche Proteasen frei, die bei der Be-
kämpfung von Infektionen eine zentrale Rolle spielen. Bei Sepsis-Patienten sind die Elasta-
se-Konzentrationen in Blut und Bronchial-Lavage-Flüssigkeit erhöht [TANAKA et al., 1991], 
und tragen möglicherweise zur Entstehung von Schock und Multiorganversagen bei.  
 
Zelluntergang durch Apoptose bei septischen Patienten variiert je nach Zelltyp. Sie ist 
in Blut- und Milz-Lymphozyten wie in dendritischen Zellen der Milz erhöht, bei Milz-
Makrophagen und zirkulierenden Monozyten hingegen unverändert. Bei Neutophilen im Blut 
und Alveolarmakrophagen ist die Apoptoserate unter septischen Bedingungen sogar ernied-
rigt [HOTCHKISS et al., 2001]. Fas-Ligand (FasL) [AYALA et al., 1998] und Tumor-Nekrose-
Faktor alpha (TNF-α) [BOGDAN et al., 1997] sind im Tiermodell die beiden wichtigsten pro-
apoptotischen Faktoren. Durch Caspase-Inhibitoren können Sepsis-induzierte Apoptose und 
Tod verhindert werden. Die Mechanismen und die Rolle der Apoptose in der Pathogenese 
des septischen Schocks beim Menschen sind immer noch ungeklärt.  
 
Ex vivo-Versuche mit Blutzellen septischer Patienten haben eine immense Zytokinfrei-
setzung als Reaktion auf Mitogene bei Lymphozyten [WOOD et al., 1984] und auf LPS bei 
Neutrophilen [MARIE et al., 1998] und Monozyten [MUNOZ et al., 1991] gezeigt. Neutrophile 








In den letzten Jahren ist ein komplexes, sich vielfach überschneidendes, ergänzendes 
und regulierendes Netzwerk verschiedenster Mediatoren und Signalwege in der Pathophysi-
ologie der Sepsis beschrieben worden. Resultierend in Endothelschaden, Entzündung, Pa-
renchymschaden, Aktivierung von Gerinnung und Inhibierung der Fibrinolyse, führt die über-
schießende Aktivierung dieses Netzwerks, und die im Rahmen einer Sepsis häufig fehlerhaf-
te Regulation zu Organdysfunktion und Versterben des Patienten.  
 
Bei einer massiven Infektion mit gram-negativen Bakterien bewirkt die Freisetzung von 
Bakterien oder Endotoxinen aus der bakteriellen Zellwand in der Frühphase der Sepsis ein 
Erkennen dieser pathogenen Muster (PAMP) durch Oberflächenrezeptoren immunkompe-
tenter Zellen, so genannte „pattern recognition receptors“ (PRR) und eine nachfolgende Akti-
vierung dieser Zellen. Diese Rezeptoren werden auf Zellen des Immunsystems, Endothel- 
und Epithelzellen, zum Teil auch auf parenchymatösen Zellen exprimiert [MUZIO et al., 2001]. 
Zu den PRR gehören neben den Toll-like Rezeptoren auch das Komplementsystem, Manno-
se-bindendes Lektin, bacterial permeability increasing protein und das in der Klinik routine-




IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15 
Neutrophilen-Elastase 
Interferon-γ 

















Tabelle 2: Übersicht über pro- und anti-inflammatorisch wirkende Zytokine 
 
Das durch Rezeptoren intrazellulär angestoßene Signal bewirkt eine schnelle Produkti-
on und Freisetzung einer Vielzahl von Botenstoffen, die das LPS-Signal vervielfachen und 
die zelluläre Abwehr aktivieren. Diese als Zytokine bezeichneten Mediatoren werden von 
verschiedenen weißen Blutzellen, Makrophagen und Endothelzellen freigesetzt. Neben TNF-
α ist eine Vielzahl von Interleukinen (IL) und Prostaglandinen an der Aktivierung der entzünd-




Die Freisetzung verschiedener Mediatoren, die zu einer generellen Aktivierung des 
Immun- und Gerinnungssystems führen, soll gleichzeitig über anti-inflammatorisch wirksame 
Mediatoren die inflammatorische Gesamtantwort auf das Pathogen regulieren und koordinie-
ren; im Rahmen einer Sepsis ist diese Koordination der Entzündungsreaktion jedoch gestört.  
 
Aus Experimenten mit rekombinanten pro-inflammatorischen Zytokinen (TNF-α, IL-1, 
IFN-γ), Antikörpern gegen Zytokine und Knockout-Mäusen wurde zunehmend bekannt, dass 
Zytokine vor Infektionen schützen. Ähnliche Ansätze, mit dem Ziel, Infektionen und toxischen 
Schock näher zu untersuchen, zeigten hingegen letale Wirkungen verschiedener Zytokine 
(TNF-α, IL-1β, -12, -18, IFN-β, IFN-γ, GM-CSF und HMGB-1). Dies zeigt die Komplexität des 
Zytokin-Netzwerks und die duale Wirkung verschiedener Mediatoren (Protektion versus To-
xizität). Bei septischen Patienten werden pro-inflammatorische Zytokine im Überfluss gebil-
det, und sind im Blut nachweisbar [CAVAILLON et al., 2003], während sie bei Gesunden dort 
nicht zu finden sind. Zell-assoziierte Zytokine können aber auch dann nachgewiesen werden, 
wenn sie im Plasma noch nicht nachweisbar sind. Der Nachweis von Zytokinen im Serum ist 
demnach als Diagnostikum nicht verwertbar [CAVAILLON et al., 1992]. 
 
Neben Zytokinen finden sich bei einer Sepsis erhöhte Plasmakonzentrationen an His-
tamin, freigesetzt von Mastzellen und Basophilen nach Komplementaktivierung und Freiset-
zung von Anaphylatoxinen (C3a, C5a) [BRACKETT et al., 1990]. Während exogen zugeführtes 
Histamin oder selektive H2-Rezeptor-Agonisten vor Endotoxinschock schützen [NAKAMURA 
et al., 1997], verstärken die Anaphylaktoxine die Gefäßpermeabilität und Kontraktion der 
glatten Muskelzellen. 
 
Pro-inflammatorische Zytokine induzieren die Synthese von Phospholipase A2, einer 
induzierbarer Isoform der Cyclooxygenase (COX), 5-Lipoxygenase, und Azetyltransferase. 
Diese tragen zur Synthese von Eicosanoiden (Prostaglandinen (PG) und Leukotrienen (LT)) 
und Plättchen-aktivierendem Faktor (PAF) bei. Diese Faktoren wirken über spezifische Re-
zeptoren, vermitteln Entzündung, indem sie den Gefäßtonus verändern und den Blutfluss 
und die Gefäßpermeabilität erhöhen. Die Stimulierung der induzierbaren Form der NO-
Synthase (iNOS) führt zur Freisetzung großer Mengen NO, das für die Sepsis-assoziierte 
Hypotension und Mortalität verantwortlich gemacht wird [ANNANE et al., 2000]. NO-
Überschuss trägt zudem über Induktion von Apoptose zur Entwicklung eines mikrovaskulä-
ren Schadens, vaskulärer Hyporeaktivität und Organdysfunktion bei [SHARSHAR et al., 2003]. 
 
Während einer Sepsis werden in großen Mengen anti-inflammatorisch wirkende Zyto-




Zytokine und schützen im Tiermodell vor Sepsis und Endotoxinschock. Diese Effekte, die in 
Abhängigkeit von Dosis, Zeit und Ort der Expression variieren, sind für Interleukin-10 gut 
untersucht. Solche zweiseitigen Effekte sind ebenso für TGF-β, IFN-γ, IL-4, -6 und -13 be-
kannt. IL-6 beispielsweise induziert ein großes Spektrum an Akut-Phase-Proteinen, die die 
Immunreaktion unterstützen, und führt zu myokardialer Depression [PATHAN et al., 2004]. 
Gleichzeitig wirkt es über die Induktion von IL-10 anti-inflamatorisch.  
 
Weiterhin sind Neuromediatoren, Katecholamine und α-Melanozyten-stimulierendes 
Hormon von großer Bedeutung in der Kontrolle der Entzündung, indem sie die Produktion 
von pro-inflammatorischen Zytokinen oder deren Signalwege hemmen [SEVERN et al., 1992; 




Entzündung und Gerinnung sind zwei eng mit einander verflochtene Komponenten. 
Klinisch zeigen Sepsis-Patienten oft niedrige Thrombozytenzahlen, erhöhte D-Dimere und 
Fibrinogenspaltprodukte als Anzeichen einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC) 
[LEVI et al., 1993]. Intravaskuläre Thrombosen, charakteristische Kennzeichen einer lokal 
ablaufenden Entzündungsreaktion, helfen möglicherweise, eindringende Mikroorganismen 
einzudämmen und ihre Ausbreitung über die Blutbahn in andere Gewebe zu verhindern. 
Intravaskuläre Fibrinablagerungen und Thrombosen können aber auch wichtige Merkmale 
einer systemischen Reaktion sein. IL-6 und andere Mediatoren aktivieren die Gerinnung über 
die Induktion von Gewebefaktor, der zusammen mit Faktor VII die Gerinnungsfaktoren V und 
X aktiviert. Folge ist die Aktivierung sowohl des intrinsischen wie extrinsischen Anteils des 
Gerinnungssystems. Die intravasale Gerinnung wird weiterhin durch eine veränderte Funkti-
on des gerinnungshemmenden Protein C - Protein S - Signalwegs, sowie durch eine Verar-
mung an Antithrombin und Protein C gesteigert. Die Fibrinolyse hingegen wird durch erhöhte 
Plasmaspiegel von Plaminogen-Aktivator-Inhibitor 1 gehemmt. Somit spielen intravaskuläre 
Fibrinablagerung, Thrombose und Blutungsneigung eine zentrale Rolle in der Pathogenese 
der Sepsis. Die Aktivierung des Kontakt-Systems während einer Sepsis trägt mehr zur Hypo-




Als Hauptursache für das Entstehen der Organdysfunktion wird die Schädigung des 
Endothels verantwortlich gemacht [GRANDEL et al., 2003]. Leukozytäre Mediatoren und Plätt-




Endothel scheint auch eine aktive Rolle in diesem Prozess zu spielen. Stimuli, wie TNF-α, 
verursachen in Endothelzellen die Produktion und Freisetzung von Zytokinen, pro-
koagulatorischen Mediatoren, Plättchen-aktivierendem Faktor (PAF), Stickstoffmonoxid (NO) 
und anderen Mediatoren. Zusätzlich bewirken regulierte Zell-Adhäsions-Moleküle das Adhä-
rieren von Neutrophilen an Endothelzellen. Diese Antworten können Phagozyten an entzün-
dete Orte locken und deren antimikrobielle Aktivität anstoßen. Die Aktivierung von Endothel-
zellen führt zudem zu einer gesteigerten Gefäßpermeabilität, mikrovaskulären Thrombosen, 
Aktivierung der Gerinnung und Hypotension. Als Folge von Endothelzell-Schwellung, einer 
verringerten Verformbarkeit zirkulierender Erythrozyten, Leukozyten-Thrombozyten-Fibrin-
Thromben oder Kompression durch Ödemflüssigkeit wird das Kapillarlumen verengt, was die 
Thrombusbildung entsprechend der Virchow’schen Trias noch verstärkt. Die reduzierte An-
zahl funktionell perfundierter Kapillaren führt zu einer Abnahme der Gewebeoxygenierung. 
Der zelluläre Gehalt an ATP und Anti-Oxidantien sinkt, die Produktion von Laktat steigt. Fol-




Die Wege, die zum Organversagen während Sepsis führen, beinhalten unter anderem 
die Hoch-Regulierung entzündlicher Antworten und des neuroendokrinen Systems [SINGER 
et al., 2004]. Bei Überlebenden erholt sich das Organversagen spontan und das Gewebe 
zeigt ein morphologisch normales Erscheinungsbild. Patienten mit überschießender Infektion 
oder auch schwerem Trauma und anderen schwerwiegenden Krankheiten entwickeln oft 
klinische und laborchemische Anzeichen eines Multiorganversagens (MOV), auch wenn die 
versagenden Organe nicht direkt vom ursprünglichen Insult betroffen waren. Dieses Organ-
versagen wird traditionell dem Effekt entzündlicher Mediatoren zugeschrieben, die Kreislauf-
veränderungen und nachfolgend Gewebehypoxie und Gewebeschaden verursachen. Den-
noch ist bei Überlebenden das Organversagen nicht irreversibler Natur, erstaunlicherweise 
auch in den Organen, deren Zellen ein eingeschränktes regeneratives Potential haben (Nie-
re, Herz). Bemerkenswert ist die Tatsache, dass sich die Histologie von wieder erholten Or-
ganen oft normal präsentiert, mit nur wenig oder gar keiner Apoptose und Nekrose [HOTCH-
KISS et al., 1999]. Diese Befunde legen den Verdacht nahe, dass die Organdysfunktion weni-
ger auf strukturelle, als vielmehr auf funktionelle Beeinträchtigungen des Organs zurückzu-
führen ist. Da mit zunehmender Schwere der Sepsis der Sauerstoffverbrauch des Gewebes 
abnimmt [KREYMANN et al., 1993], die Sauerstoffspannung hingegen steigt [BOEKSTEGERS et 
al., 1991], scheint im Rahmen einer Sepsis eine mangelhafte Sauerstoffutilisation Ursache 
für die Organdysfunktion zu sein. Erschwert wird diese Verwertungsstörung jedoch sicherlich 




und die damit verbundene Kumulation saurer und toxischer Metabolite. Brealey und Mitarbei-
ter konnten bei Sepsis-Patienten zeigen, dass trotz gleichzeitiger Hemmung der Atmungsket-
te eine Aufrechterhaltung des Gewebe-ATP mit dem Überleben assoziiert ist [BREALEY et al., 
2002]. Mangels alternativer ATP-Quellen lässt sich vermuten, dass Zellen ihren Metabolis-
mus reduzieren können, um ATP einzusparen. Singer und Mitarbeiter bieten den Erklä-
rungsversuch an, dass ein Multiorganversagen einen Versuch des Organismus darstellt, im 
Rahmen kritischer Krankheiten das Überleben der Zellen zu sichern, indem über Zytokine 
und Hormone Energiereserven zu ungunsten des Metabolismus eingespart werden [SINGER 
et al., 2004].  
 
Die Leber ist für die Entwicklung des Multiorganversagens von entscheidender Bedeu-
tung. Neben ihrer Funktion in der Regulierung der Leukozytenzahlen [SHI et al., 2001] und 
als immunkompetentes Organ [KNOLLE et al., 2000], trägt sie durch ihre metabolischen, 
sekretorischen und synthetischen Leistungen entscheidend zur Homöostase bei. Ein fulmi-
nantes Leberversagen ist ein klinisches Syndrom, das durch die schnelle Entwicklung einer 
hepatischen Enzephalopathie und einen deutlichen Abfall der Lebersyntheseleistung ge-
kennzeichnet ist. Ohne Lebertransplantation liegt die Mortalität bei über 90% [MAS et al., 
1997]. Die von der Leber während einer Entzündung und während Sepsis synthetisierten 
Akut-Phase-Proteine tragen zu der pro-koagulatorischen und anti-fibrinolytischen Gerin-
nungsstörung bei, die entscheidend für die Entwicklung des Multiorganversagens und das 
Überleben des Patienten ist [RING et al., 2000; DHAINAUT et al., 2001]. Das primäre Leber-
versagen resultiert aus der Schädigung der Hepatozyten infolge mangelhafter Oxygenierung 
und entzündlicher Leukozyteninfiltration und manifestiert sich laborchemisch in einer Erhö-
hung der Lebertransaminasen, einem erhöhten Laktatspiegel und Hypoglykämie. Die in ihrer 
Sekretionsleistung eingeschränkten Hepatozyten bilden vermindert Gerinnungsfaktoren und 
verstärken somit indirekt die im Rahmen der Sepsis auftretende Verbrauchskoagulopathie. 
Cholestase und Ikterus entstehen als Folge der mangelhaften Sekretionsleistung der Leber 




Eine vollständige Sanierung des Infektionsfokus als kausale Therapie ist die Grundvor-
aussetzung für eine erfolgreiche Behandlung einer schweren Sepsis oder des septischen 
Schocks. Als chirurgische Maßnahmen kommen unter anderem die Entfernung von Implan-
taten, Drainage von Abszessen, Wunderöffnung und Nekrektomie, sowie eine operative Be-
handlung von Peritonitis, Anastomoseninsuffizienz und Ileus infrage. Nach chirurgischer The-




Eine frühzeitige intravenöse kalkulierte, am mikrobiologischen Resistenzmuster sowie 
am Risikoprofil des Patienten orientierte Antibiotikatherapie reduziert die Letalität bei Patien-
ten mit Bakteriämie und Sepsis. Die Behandlung sollte nach Abnahme von Blutkulturen, je-
doch frühest möglich (innerhalb einer Stunde) nach Diagnosestellung der Sepsis erfolgen. 
Das gewählte Antibiotikaregime sollte alle 48-72 Stunden anhand klinischer und mikrobiolo-
gischer Kriterien neu evaluiert werden, um das antimikrobielle Spektrum zu verengen und 
damit das Risiko von Resistenzen, Toxizität und Kosten zu reduzieren. 
 
Die supportive Therapie zielt auf eine hämodynamische Stabilisierung mit dem Ziel des 
Erreichens eines adäquaten zellulären O2-Angebotes. Eine Volumensubstitution ist die erste 
Maßnahme zur hämodynamischen Stabilisierung. Volumenersatz mit kristalloiden oder kol-
loidalen Lösungen erhöht im septischen Schock das Herzzeitvolumen und das systemische 
Sauerstoffangebot. Nach der gegenwärtigen Datenlage können sowohl kristalloide als auch 
kolloidale Lösungen gegeben werden. Entsprechend den Leitlinien der AWMF ist bei Patien-
ten mit schwerer Sepsis oder septischem Schock eine zentralvenöse Sauerstoffsättigung 
(ScvO2) >70% anzustreben. Besteht trotz Volumentherapie weiterhin ein eingeschränktes 
Herzzeitvolumen, so ist Dobutamin das Katecholamin der ersten Wahl. Ziel ist ein arterieller 
Mitteldruck von >65mmHg. Kann dieser nicht erzielt werden oder die Organperfusion nicht 
aufrechterhalten werden, sollten vasopressorische Katecholamine (bevorzugt Noradrenalin) 
zur Anwendung kommen.  
 
Die Entscheidung zur Intubation und Beatmung sollte bei Patienten mit schwerer Sep-
sis oder septischem Schock großzügig gefällt werden. Zu den Indikationen gehören schwere 
Tachypnoe (Atemfrequenz >35min-1), muskuläre Erschöpfung und ein Sättigungsabfall auf 
<90% trotz Sauerstoffinsufflation. Es sollte versucht werden, die oximetrische Sauerstoffsät-
tigung bei über 90% zu halten.  
 
Eine kontinuierliche intravenöse Applikation von Insulin zur Einstellung der Blutgluko-
se-Werte auf 4.4 bis 6.1mmol/l (80-110mg/dl) reduziert bei postoperativen Intensivpatienten, 
die mechanisch beatmet werden, die Inzidenz und die Sterblichkeit an septischem Multior-
ganversagen. Eine intensivierte Insulintherapie zur Wiederherstellung einer Normoglykämie 
sollte bei jedem postoperativen Intensivpatienten vom Aufnahmezeitpunkt an durchgeführt 
werden [VAN DEN BERGHE et al., 2001].  
 
Prophylaktische Maßnahmen beinhalten die selektive Darm-Dekontamination (SDD), 
die nachgewiesenermaßen die Rate an nosokomialen Infektionen bei Intensivpatienten re-




xe von Infektionen empfohlen wird. Eine frühe orale bzw. enterale Ernährung führt bei chirur-
gischen Patienten mit Operationen am Gastrointestinaltrakt zu einer Verminderung von In-
fektionen und der Aufenthaltsdauer im Krankenhaus. Unter dem Schlagwort Immunonutrition 
wird der perioperative Einsatz von immunmodulierenden Sondennahrungen (Arginin, ω-3-
Fettsäuren, Nukleotide) bei elektiven chirurgischen Patienten mit gastro-intestinalen Tumo-
ren oder Polytrauma-Patienten, die enteral ernährt werden können, empfohlen. 
 
Im Rahmen klinischer Studien über adjunktive Therapien kamen Antikörper gegen 
mikrobielle Toxine, pro-inflammatorische Zytokine und Rezeptoren, verschiedene anti-
inflammatorische und immunsupprimierende Medikamente, sowie rekombinante Gerinnungs-
faktoren zum Einsatz. Die meisten untersuchten Agenzien haben keinen Einzug in die Klinik 
gehalten und werden in den Leitlinien nicht empfohlen. Lediglich der Einsatz von rekombi-
nantem aktiviertem Protein C (rhAPC, Drotrecogin alpha, 24µg/kg KG/h) hat sich durchge-
setzt. APC verfügt über anti-inflammatorische, anti-thrombotische und pro-fibrinolytische Ak-
tivität und senkt bei Patienten mit schwerer Sepsis und Organversagen die Letalität signifi-
kant [BERNARD et al., 2001]. 
 
 
3.2  Lipopolysaccharid (LPS) 
 
LPS ist ein Glykolipid, das in der äußeren Zellmembran aller gram-negativen Bakterien 
vorkommt. Bei Escherichia coli-Bakterien (E. coli) besteht die äußere Zellmembran zu drei 
Vierteln aus LPS. Es ist sowohl für die Zellstruktur und –integrität, aber auch für Nahrungs-
transport und Interaktion des Bakteriums mit der Umgebung von Bedeutung. LPS ist ein hit-
zestabiles Molekül, das bei Vermehrung oder Tod von Bakterien (z.B. durch Antibiotika) in 
großen Mengen freigesetzt wird. Chemisch besteht LPS aus einer O-spezifischen Kette, ei-
nem hydrophilen, polaren zentralen Polysaccharid-Anteil, und einem hydrophoben, unpola-
ren Lipid-Anteil, der als Lipid A-Anteil bezeichnet wird [Abb. 1A; LUDERITZ et al., 1966]. Die 
Primärstruktur des Lipid A-Anteils verschiedener Bakterienarten ist aufgeklärt worden; die 
synthetische Herstellung des Lipid A-Anteils von E. coli-LPS erlaubt es, die biologische Akti-
vität und die Wirkungsmechanismen von LPS zu untersuchen. 
 
LPS besitzt die Eigenschaft, das Immunsystem zu aktivieren und eine massive Ent-
zündungsreaktion hervorzurufen. Beim Menschen reichen schon kleinste Mengen im Nano-
grammbereich aus, um die gleichen Symptome hervorzurufen, wie sie beim septischen 
Schock auftreten, einschließlich Katecholamin-pflichtiger und –resistenter Hypotonie, Kom-




letztendlich zu Herz-Kreislauf-Versagen und zum Tod [MICHIE et al., 1988; VAN DEVENTER et 
al., 1990].  
 
Bereits vor über einhundert Jahren war LPS als potentes bakterielles Toxin bekannt, 
und wurde Endotoxin genannt. Heute weiß man, dass LPS die Hauptursache für das Auftre-
ten der Symptome bei schwerer Sepsis und generalisierter Entzündungsreaktion darstellt. 
Einige Forschungsprogramme streben daher die Neutralisierung von LPS oder seine Elimi-
nierung aus der Blutbahn bei Patienten mit Sepsis an.  
 
Das Auftreten von LPS in der Blutbahn (=Endotoxinämie) tritt jedoch nicht nur als Fol-
ge von bakteriellem Zerfall auf, sondern in vielen anderen Situationen beeinträchtigter Im-
munkompetenz, wie Trauma, Verbrennungen, großen operativen Eingriffen oder Situationen 
beeinträchtigter intestinaler Perfusion mit konsekutiver Bakterientranslokation aus dem 
Darm-Lumen in die Blutbahn [LJUNGHUSEN et al., 1996; BUTTENSCHOEN et al., 2000+2001]. 
 
Der hauptsächliche Pathogenitätsfaktor von LPS ist das immense Potential, durch Pro-
duktion und Freisetzung großer Mengen des gewebeschädigenden TNF-α, massive Entzün-
dungsreaktionen hervorzurufen. Es gibt zudem eine Reihen von Hinweisen, dass LPS als 
Kofaktor in der Ätiologie vieler Erkrankungen beteiligt ist [NOLAN et al., 1975, 1989], wie bei-
spielsweise der alkoholischen Leberzirrhose [MATHURIN et al., 2000] oder der primär biliären 
Zirrhose [HOPF et al., 1989]. 
 
In geringen Konzentrationen wirkt LPS jedoch nicht toxisch. Es stellt vielmehr ein 
hochpotentes immunstimulierendes und –modulierendes Agens dar. Geringe Mengen haben 
positive Wirkungen auf die Homöostase, einschließlich Fieber und Aktivierung des Immun-
systems. Durch diese stimulierenden Effekte induziert LPS eine unspezifische Resistenz 
gegen virale und bakterielle Infektionen; eingedrungene Mikroorganismen können schneller 
und effektiver eliminiert werden. Die Präkonditionierung durch LPS hat sich in verschiedenen 
tierexperimentellen Studien protektiv bei Ileus [SCHWARZ et al., 2002] oder zerebraler ischä-
mie [FURUYA et al., 2005] erwiesen. 
 
Nach Freisetzung von LPS aus der äußeren Membran gram-negativer Bakterien, bildet 
es einen Komplex mit dem Plasmaprotein „LPS-bindendes Protein“ (LBP). Dieses findet sich 
physiologischerweise im Blut, und wird bei Entzündungen von der Leber als Akut-Phase-
Protein vermehrt synthetisiert und als 60kDa-Protein freigesetzt [SCHUMANN et al., 1990]. 
Diese vermehrte Produktion und Sekretion werden durch pro-inflammatorische Zytokine, wie 




1995]. LBP bindet hoch-spezifisch an den Lipid A-Anteil von LPS. Dieser Komplex wird von 
CD14, einem Oberflächenrezeptor auf Makrophagen und Monozyten gebunden [WRIGHT et 
al., 1990; HAILMAN et al., 1994]. CD14 besitzt selbst keinen zytoplasmatischen Anteil, der 
eine Signalkaskade anstoßen könnte, sondern interagiert vielmehr mit einem weiteren, rela-
tiv neu entdeckten Oberflächenprotein, Toll-like-Rezeptor 4 (TLR4), und bildet mit diesem 
einen Komplex. Das Binden des LPB-LPS-Komplexes an CD14/TLR4 führt zu einer Aktivie-
rung der entsprechenden Zellen, letztendlich vermittelt durch die Aktivierung von Transkripti-
onsfaktoren (NFκB) und Stresskinasen (ERK, JNK, p38 MAPK; Abb. 1B) [JIANG et al., 2002]. 
Diese vermitteln im Zellkern die Transkription und nachfolgende Sekretion von TNF-α und 












Abb. 1A: Strukturformel von E. coli-LPS Abb. 1B: LPS-Signalkaskade 
(Quelle: http://www.biochem.duke.edu/Raetz/ (Quelle: http://www.comparative-hepatology.com/ 
fig2.htm) /content/3/s1/s31/figure/F1) 
 
LBP ist für die Produktion und Sekretion von TNF-α nicht notwendig, sondern dient 
vielmehr dem Binden von freiem LPS im Blutstrom und dessen Transfer zu den entspre-
chenden immunkompetenten Zellen. Die Expression von CD14 kann durch verschiedene 
Stimuli angestoßen und gesteigert werden (einschließlich LPS). Die höchste Expression fin-
det sich nach 6 Stunden [FENG et al., 2003]. Der Grad der CD14-Expression korreliert unter 
anderem mit dem Ausmaß eines Leberschadens [TRACY et al., 1995; JIANG et al., 2001]. 
Beim Menschen ist in gesunden Lebern die CD14-Expression auf Kupffer-Zellen sehr gering 
[TOMITA et al., 1994]. Bei verschiedenen Lebererkrankungen wird CD14 jedoch in hohem 
Maße exprimiert. Die Expression variiert zudem mit dem Stadium der entsprechenden Er-
krankung. Der Grad der Expression wiederum beeinflusst die Empfindlichkeit gegenüber 
LPS [GOLENBOCK et al., 1993]. So zeigen beispielsweise transgene Mäuse, die CD14 auf 
Monozyten über-exprimieren, eine vermehrte Empfindlichkeit gegenüber LPS [FERRERO et 
al., 1993], während CD14-Knockout-Mäuse gegenüber LPS unempfindlich sind [HAZIOT et 




Induktion und septischem Schock [GALLAY et al., 1994]. In letzter Zeit sind die LPS-
bindenden Proteine – LBP, CD14 und TLR4 – zunehmend ins Zentrum der Forschung ge-
rückt, um ihre Beteiligung bei verschiedenen Formen von Lebererkrankungen zu klären. Das 
Binden des LPS-LPB-Komplexes an den CD14-TLR4-Komplex führt zwar zu einer Aktivie-
rung der entsprechenden Zelle, jedoch reguliert ein komplexes Wechselspiel anderer Fakto-
ren (TNF-α, IL-1, -10) die letztendliche Reaktion auf LPS [SU et al., 2002a]. Bei sehr hohen 
LPS-Plasmakonzentrationen werden die Reaktionen durch CD14-unabhängige Signalwege 
vermittelt [HAZIOT et al., 1998]. 
 
Nicht nur Kupffer-Zellen und Makrophagen, sondern auch glatte Muskelzellen, Endo-
thelzellen, Hepatozyten, Monozyten und neutrophile Granulozyten werden von LPS aktiviert 
und setzen entsprechende Entzündungsmediatoren frei. Unter diesen scheint TNF-α von 
entscheidender Bedeutung zu sein. So führte die Blockade der Phagozytose-Eigenschaften 
von Kupffer-Zellen durch Behandlung mit Gadolinium-Chlorid zu einer deutlichen Verbesse-
rung der Leber-Mikrozirkulation und einer Reduktion des Leberschadens. Dies deutet darauf 
hin, dass Kupffer-Zellen, und die von ihnen freigesetzten Mediatoren den LPS-bedingten 
Leberschaden vermitteln [VOLLMAR et al., 1996]. Weitere Mediatoren, die als Reaktion auf 
LPS freigesetzt werden, sind unter anderem IL-1, IL-6 und IL-10, sowie Plättchen-
aktivierender Faktor (PAF), Komplement-aktivierende Produkte, reaktive Sauerstoff-Spezies 
und verschiedene Zyto- und Chemokine.  
 
Zahlreiche Studien haben die Bedeutung von TNF-α in der Pathogenese des LPS-
bedingten Organschadens gezeigt. Die Gabe von TNF-α alleine ruft vergleichbare Organ-
veränderungen hervor, wie sie nach der Gabe von LPS beobachtet werden [JAESCHKE et al., 
2000; JOSEPHS et al., 2000; TIEGS et al., 1989]. Die vielseitigen Effekte von LPS und TNF-α 
zeigen anschaulich, wie komplex das Zusammenspiel der verschiedenen, an der Pathoge-
nese der Sepsis beteiligten Mediatoren ist. Diese Komplexität erklärt gleichzeitig auch, wa-
rum verschiedene klinische Studien mit Antikörpern gegen einzelne Mediatoren erfolglos 
geblieben sind [FISHER et al., 1996; COHEN, 1999].  
 
 
3.3  CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-ODN) 
 
3.3.1 Definition und geschichtlicher Hintergrund 
 
Vor mehr als 100 Jahren beobachtete der Amerikaner William Coley, dass sich Sarko-




Diese Beobachtung stellt quasi den Grundstein der Immuntherapie dar. Ausgehend von die-
ser Beobachtung behandelte er mehrere Patienten mit selbst hergestellten Bakterienlysaten, 
und er konnte bei einem Teil dar Patienten mit dieser Therapie eine zeitweilige Tumorreg-
ression bewirken. Allerdings war zu seiner Zeit weder die Standardisierung der Bakterienly-
sate möglich, noch waren die einzelnen Bestandteile des Immunsystems identifiziert. Seine 
Erkenntnisse rückten zunehmend in den Hintergrund, nachdem andere Therapieansätze, wie 
beispielsweise die Strahlentherapie, bessere Resultate in der Tumorbehandlung erzielten. 
Wissenschaftliche Fortschritte im Bereich der Immunologie führten im Laufe der Zeit aller-
dings zu einem besseren Verständnis der Wirkungsweise bakterieller Lysate. 
 
1984 erkannte Tokunaga, dass die immunstimulierende und antitumorale Wirkung ei-
nes Lysates aus Mycobacterium bovis (BCG) auf die bakterielle DNA im Lysat zurückzufüh-
ren ist [TOKUNAGA et al., 1984]. Vertebrate DNA hingegen weist keine immunstimulierenden 
Eigenschaften auf, wie Yamamoto 1992 zeigen konnte [YAMAMOTO et al., 1992]. Begründet 
liegt dies im Aufbau des Erbgutes, das sich bei prokaryoten und eukaryoten Organismen in 
einigen charakteristischen strukturellen Eigenschaften unterscheidet: seit frühen Studien 
über Basen-Nachbarschaften innerhalb der DNA [JOSSE et al., 1961; SWARTZ et al.,1962] ist 
bekannt, dass im Genom vieler Vertebraten die Dinukleotid-Sequenz Cytidin-Guanosin 
(CpG) weitaus seltener anzutreffen ist, als sich aus der Kombination der Basen erwarten 
ließe. Beim Menschen, bei dem der Anteil der beiden Nukleobasen C und G bei je 20% liegt, 
würde man rechnerisch eine Häufigkeit für CpG von 20% x 20% = 4% erwarten, die beo-
bachtete Häufigkeit hingegen liegt bei 0.8% [BIRD, 1980], was lediglich circa 20% der zufälli-
gen Wahrscheinlichkeit entspricht. In bakterieller DNA hingegen tritt die Basenfolge CpG mit 
einer Häufigkeit von 1:16 Basenpaaren auf [BIRD, 1987; RAMSAHOYE et al., 1996]. Davon 
ausgehend wurde vermutet, dass ein Fehlen von CpG-Motiven in eukaryoter DNA mit der 
DNA-Methylierung zusammenhängt: 70-80% der so genannten CpG-Motive im eukaryoten 
Genom sind an der 5’-Position methyliert [EHRLICH et al., 1982; RAMSAHOYE et al., 2000; 
BIRD, 2002], bakterielle CpG-Motive jedoch nicht. Diese nicht-methylierten CpG-Motive wei-
sen ein starkes antigenes Potential auf. Ihre Suppression durch gezielte Methylierung wird 
im vertebraten Organismus auf bislang noch unbekannte Weise reguliert. Ein Teilaspekt die-
ser Regulierung beruht wahrscheinlich auf einer gezielten Mutation von methylierten Cytosin-
resten. Im Rahmen der oxidativen Desaminierung beispielsweise wird Methyl-Cytosin zu 
Thymidin umgewandelt [BIRD, 1980]. Tatsächlich reduziert die Methylierung am Cytosinrest 
die immunogene Aktivität CpG-Motiv-haltiger DNA-Sequenzen [GOECKERITZ et al., 1999], 
beziehungsweise der Zusatz von CpG-Methylase zu bakterieller DNA inaktiviert diese [STA-
CEY et al., 1996]. Die Tatsache, dass eukaryote DNA methyliert vorliegt, reicht jedoch alleine 




hypomethylierte DNA aus DNA-Cytosin-Methyl-Transferase-(Dnmt1)-defizienten embryona-
len Stammzellen keine immunogene Aktivität besitzt [SUN et al., 1997]. Eukaryote DNA muss 
demnach noch weitere inhibitorische Motive exprimieren, wie beispielsweise Deoxyguanosin-
(dG)-Polymere [WLOCH et al., 1998] oder GC-reiche Sequenzen [KRIEG et al., 1998]. Welche 
weiteren Eigenschaften für die immunogene Inaktivität eukaryoter DNA verantwortlich sind, 
bleibt bislang ungeklärt. Sicherlich sind jedoch der Grad der Methylierung und die Häufigkeit 
von CpG-Motiven dabei von großer Bedeutung [STACEY et al., 2003]. Letztendlich erlaubten 
diese strukturellen Unterschiede zwischen prokaryoter und eukaryoter DNA dem vertebraten 
Immunsystem, im Laufe der Evolution Erkennungsmechanismen gegen Pathogene anhand 
ihrer DNA-Struktur zu entwickeln [HOFFMANN et al., 1999]. 
 
Die Entwicklung moderner molekularbiologischer Methoden ermöglicht die syntheti-
sche Herstellung von DNA-Sequenzen in größeren Mengen. So sind heute kurzkettige DNA-
Sequenzen, so genannte Oligonukleotide, mit beliebiger Basenfolge und verschiedensten 
Modifikationen kommerziell zu erwerben. Oligonukleotide sind in der Regel zwischen 16 und 
20 Nukleobasen lange, einzelsträngige DNA-Moleküle. Wie auch bakterielle DNA, können 
synthetische Oligonukleotide an den Cytosinresten unmethyliert synthetisiert werden. Krieg 
et al. konnten 1995 zeigen, dass unmethylierte CG-Sequenzen in einem bestimmten Basen-
kontext, so genannte CpG-Motive (p steht für die Phosphodiesterbindung zwischen den bei-
den Nukleosiden), für die immunstimulierende Eigenschaften bakterieller und synthetischer 
DNA verantwortlich sind [KRIEG et al., 1995].  
 
Die Möglichkeit, DNA-Sequenzen nach prokaryotem Vorbild synthetisieren zu können, 
die das für Bakterien typische CpG-Motiv in unmethylierter Form aufweisen, erlaubt es, die 
Wirkung von CpG-Motiv-haltigen DNA-Sequenzen auf das vertebrate Immunsystem zu un-
tersuchen. Nach den Erkenntnissen von Krieg et al. werden die Oligonukleotide mit einem 
modifizierten Zucker-Phosphat-Grundgerüst synthetisiert: an Stelle eines der nicht binden-
den Sauerstoffatome des Phosphatrestes wird ein Schwefelatom substituiert. Diese Modifi-
kation stabilisiert die synthetischen DNA-Sequenzen und erhöht ihre Resistenz gegenüber 
Serum-Nukleasen sowie die biologische Potenz der ODN [KRIEG et al., 1996]. Aufgrund der 
Verwendung von Desoxyribose als Zucker im Grundgerüst der DNA-Sequenz, werden diese 
synthetischen Sequenzen als Oligodeoxynukleotide (ODN) bezeichnet.  
 
Entscheidend für die immunstimulierende Wirkung von CpG-ODN sind die zentralen 
sechs Aminobasen, die ein unmethyliertes CpG-Motiv enthalten (Abb.2). Diese Sequenz aus 
sechs Aminobasen wird als zentrales Hexamer bezeichnet und ist für die Interakion mit dem 









Abb. 2:  Strukturformel des zentralen Hexamers von CpG-
Oligodeoxynukleotiden. Das Desoxyribose-Phosphat-Grund-
gerüst zeigt am Phosphatrest die Substitution eines Sauerstoff-
atoms durch ein Schwefelatom (S-). Am 5’-Ende flankieren zwei 
Purin-Nukleotide und am 3’-Ende zwei Pyrimidin-Nukleotide das 











Die immunstimulierenden Eigenschaften von CpG-ODN sind des Weiteren von der Se-
quenz der das CpG-Motiv flankierenden Nukleobasen abhängig. Krieg et al. zeigten schon 
1995, dass eine optimale B-Zell-Stimulierung mit einem CpG-Motiv erzielt werden kann, das 
am 5’ Ende von zwei Purin- und am 3’-Ende von zwei Pyrimidin-Basen flankiert ist [KRIEG et 
al., 1995]. Bauer und Mitarbeiter konnten an menschlichen mononukleären Zellen im peri-
pheren Blut zeigen, dass die Wirkung der CpG-ODN sequenzabhängig ist [BAUER et al., 
1999]. Yu et al. bestätigten diese Erkenntnisse 2002 an Kulturen von Maus-Lymphozyten. 
Sie zeigten, dass synthetische Oligonukleotide eine besonders starke immunstimulierende 
Wirkung aufweisen, wenn ein CpG-Motiv in einem zentralen Hexamer liegt, in dem an der 5’-
gelegenen Seite zwei Purin- und 3’-gelegen zwei Pyrimidin-Basen das CpG-Motiv flankieren. 
Veränderungen innerhalb dieses Hexamers führen zu einer Abschwächung der immunstimu-
lierenden Eigenschaften, Veränderungen, die mehr als drei Nukleotide vom zentralen CpG-
Motiv entfernt liegen, führen hingegen zu einer Verstärkung der immunstimulierenden Eigen-
schaften [YU et al., 2002 ]. 
 
Entscheidend für das vertebrate Immunsystem ist die Unterscheidung zwischen eige-
ner und bakterieller DNA, um zwischen sterilem und infektiösem Gewebeschaden unter-
scheiden und entsprechend reagieren zu können. Die initiale Erkennung von Mikroorganis-
men ist für den vertebraten Organismus zur Erhaltung seiner funktionellen und strukturellen 
Integrität von großer Wichtigkeit. Zur Erkennung von Pathogenen besitzt das Immunsystem 




eines Pathogens in den Organismus an essentielle fremde Komponenten binden. Dies er-
laubt dem Organismus, sofort und unspezifisch auf eine mikrobielle Invasion zu reagieren 
und nachfolgend die spezifische Abwehr zu aktivieren. 
 
Die Rezeptoren, die die frühe Erkennung mikrobieller Pathogene vermitteln, wurden 
erst in jüngerer Zeit entdeckt. Aufgrund ihrer strukturellen und genetischen Ähnlichkeit zu 
dem toll-Protein der Fruchtfliege Drosophila melanogaster wurden sie Toll-like Rezeptoren 
(TLR) genannt. toll hat bei der Fruchtfliege neben der dorso-ventralen Differenzierung [AN-
DERSON et al., 1985] die Funktion der Detektion von Antigenen und Induktion immunologi-
scher Abwehrmechanismen [MENG et al., 1999]. Die TLR sind eine phylogenetisch sehr alte 
und gut konservierte Familie transmembranärer Proteine, von der mittlerweile 11 Unterfor-
men (TLR1-11) spezifiziert sind. TLR2 und 6 vermitteln die Erkennung von Zellwandbestand-
teilen gram-positiver Bakterien (Lipoteichonsäuren, Mannane, Peptidoglykane [SCHWANDNER 
et al., 1999; TAKEUCHI et al., 1999]), TRL3 bindet Doppelstrang-DNA [ALEXOPOULOU et al., 
2001], TLR5 Flagellin [GEWIRTZ et al., 2001] und TLR9 erkennt CpG-Motive bakterieller DNA 
[HEMMI et al., 2000]. Den TLR kommt somit eine große Bedeutung bei der frühen Erkennung 
Pathogen-assoziierter molekularer Muster (PAMP) und der Induktion der akuten entzündli-
chen Antwort zu. Sie bilden die erste Verteidigungslinie des unspezifischen Immunsystems 




Von besonderer Bedeutung ist die Basensequenz des verwendeten CpG-ODN. Nicht 
nur die Basenabfolge im zentralen Hexamer, das das CpG-Motiv enthält, sondern auch die 
Sequenz und Länge der weiter 3’- und 5’-gelegenen Abschnitte des Nukleotids sind für die 
biologische Wirkung des ODN ausschlaggebend. Aufgrund verschiedener Sequenzen und 
daraus resultierenden unterschiedlichen Wirkungen, wurden im Laufe der letzten Jahre drei 
Gruppen von CpG-ODN charakterisiert, die sich jeweils durch ihre spezifische Wirkungen auf 
bestimmte Zellpopulationen auszeichnen.  
 
Klasse A-CpG-ODN (Krieg/Hartmann) oder auch von Klinman als Klasse D bezeichnet, 
sind charakterisiert durch Poly-G-Motive (Poly-Guanosin-Motive), ein Palindrom im Zentrum 
und ein fenestriertes Rückgrat, das heißt in der Mitte des ODN Phosphodiester-Bindungen 
und an den Enden Phosphothioat-Bindungen. Sie bewirken eine starke Interferon-α-
Produktion durch plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) [KRUG et al., 2001]. Dieses führt 
zu einer starken sekundären Aktivierung von NK-Zellen. IFN-α führt weiterhin zur Antigen-




sowie zur Ausreifung von Monozyten und Entwicklung eines DC-ähnlichen Phänotypes 
[GURSEL et al., 2002; KRUG et al., 2003]. Klasse A-CpG-ODN bewirken zusätzlich eine Proli-
feration, IFN-γ-Produktion und eine Antigen-abhängige Aktivierung von γδ-T-Zellen [ROTHEN-
FUSSER et al, 2001]. Auf B-Lymphozyten haben sie nur schwache Effekte. Prototypen sind 
die in der Literatur als CpG-ODN 2216 bezeichnete Sequenz im humanen [KERKMANN et al., 
2003] und CpG-ODN 1585 im murinen System [GRAMZINSKI et al., 2001]. 
 
Klasse B-CpG-ODN (Klasse K-CpG (Klinman)) besitzen weder ein Palindrom-Motiv 
noch Poly-G-Motive. Alle Basen sind durch Phosphothioat-Bindungen miteinander verbun-
den. Prototypen der Klasse B-CpG-ODN sind CpG-ODN 2006 [KERKMANN et al., 2003] und 
CpG-ODN 1826 [GRAMZINSKI et al., 2001]. Im Gegensatz zu Klasse A-CpG-ODN bewirken 
sie eine starke Aktivierung von B-Zellen, einhergehend mit einer hohen IL-6- und IgM-
Produktion und einer Hochregulation Antigen-präsentierender Oberflächenproteine [HART-
MANN et al., 2000], führen aber nur zu geringen IFN-α-Spiegeln. Sie aktivieren zytotoxische 
T-Lymphozyten [MICONNET et al., 2002], synergieren mit CD40-Ligand [GANTNER et al., 
2003], und induzieren so eine IL-12-Sekretion durch pDC [KRUG et al., 2001], das seinerseits 
das Priming naiver CD4-positiver T-Lymphozyten fördert und die Entstehung einer Th1-
dominierten Immunantwort bewirkt [SEDER et al., 1993; HEUFLER et al., 1996].  
 
Die erst kürzlich beschriebenen Klasse C-CpG-ODN [HARTMANN et al., 2003; MARS-
HALL et al., 2003] weisen Eigenschaften der Klasse A- wie auch B-CpG-ODN auf. Sie aktivie-




Aufgrund seiner Bedeutung für die Erkennung bakterieller DNA wie auch synthetischer 
CpG-ODN soll im Folgenden auf den Rezeptor für CpG-ODN, TLR9, seine Interaktion mit 
CpG-ODN, sowie die intrazelluläre Signalweiterleitung eingegangen werden. 
 
TLR9 wird – im Gegensatz zu anderen TLR - nicht an der Zelloberfläche exprimiert 
[AHMAD-NEJAD et al, 2002], sondern wird in Membranen intrazellulärer Vesikel des en-
doplasmatischen Retikulums gespeichert [HEMMI et al., 2000, LEIFER et al, 2004]. TLR9 be-
sitzt – wie auch die anderen TLR – einen extrazellulären (intra-endosomalen) Anteil mit so 
genannten leucine-rich repeats (LRRs), eine transmembranäre Domäne und einen zy-
toplasmatischen Anteil, der eine starke Homologie zu toll und dem Interleukin-1-Rezeptor 
aufweist (TIR). TLR9 wird beim Menschen von plasmozytoiden dendritischen Zellen und B-




Aufgrund ihrer negativen Ladung können CpG-ODN (wie auch alle anderen Oligo-
nukleotide) Zellmembranen nicht oder nur schlecht passieren, was ihre zelluläre Aufnahme 
drastisch einschränkt. B-Zellen weisen eine hohe Aufnahmerate auf, die vom Differenzie-
rungsgrad der Zelle anhängig ist [ZHAO et al., 1994]. Die Aufnahme von Oligonukleotiden in 
pDC ist bislang nur wenig erforscht. Die aktive Aufnahme von ODN in Lymphozyten ist nor-
malerweise sequenzunabhängig. Eine Ausnahme stellen Guanosin-reiche Oligonukleotide 
dar: diese werden durch den membranständigen Scavenger-Rezeptor erkannt und somit 
leichter als Oligonukleotide in die Zelle aufgenommen [KIMURA et al., 1994].  
 
Die Rezeptor-vermittelte Endozytose ist der Hauptmechanismus bei der Aufnahme von 
Oligonukleotiden in niedrigen Konzentrationen [YAKUBOV et al., 1989; BELTINGER et al., 
1995]. Ein solcher Rezeptor könnte der Scavenger-Rezeptor Typ A (SRA) sein, der in der 
Lage ist, CpG-ODN zu binden [ZHU et al., 2001]. Er ist jedoch alleine nicht in der Lage, die 
Endozytose des gebundenen CpG-ODN zu bewirken.  
 
Die CpG-ODN oder bakterielle DNA enthaltenden Phagosomen fusionieren mit den 
TLR9 enthaltenden Endosomen [TAKESHITA et al., 2001] und erlauben so den Kontakt von 
CpG-ODN mit TLR9. Die Absenkung des pH-Wertes innerhalb der fusionierten Vesikel ist für 
die Bindung bakterieller DNA beziehungsweise von CpG-ODN an TLR9 und die Signalwei-
terleitung ins Zellinnere unabdingbar [HU et al., 2003]. Chloroquin, wie auch andere Hemm-
stoffe endosomaler Reifung und Azidifizierung verhindern eine „regelrechte“ Reaktion TLR9-
positiver Zellen auf CpG-ODN-Applikation [MACFARLANE et al., 1997]. 
TLR9 besitzt selbst keinerlei katalytische Aktivität, sondern benötigt zur Signalweiterlei-
tung die Rekrutierung von an der inneren Seite der Plasma- beziehungsweise Vesikel-
Membran fixierten katalytischen Adapter-Proteinen: Tollip und MyD88 (myeloid differentiation 
marker 88). Über diese Adapter-Proteine bedient sich TLR9 des Interleukin-1-Signalweges. 
Schnittstelle mit diesem bildet ein zytoplasmatisches Protein namens Interleukin-1-Rezeptor-
assoziierte Kinase (IRAK). IRAK aktiviert den TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAF6), 
welcher den TLR9-Signalweg mit der Signalkaskade des LPS-bindenden Rezeptors (TLR4) 
verknüpft. Über letztlich noch nicht gänzlich geklärte Signalwege werden die Stresskinasen 
c-Jun-N-terminale Kinase (JNK), extrazelluläre Rezeptorkinase (ERK), p38 MAPK (mitogen-
activated protein kinase) und der IκB-Kinase-Komplex (IKK) aktiviert. IKK setzt aus IκB den 
Transkriptionsfaktor NFκB frei, der in den Zellkern transloziert wird und dort Transkription mit 
nachfolgender Translation und Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine bewirkt. Die Sekre-
tion dieser Zytokine aus TLR9-postiven Zellen bewirkt eine Aktivierung anderer Zellen des 
Immunsystems und stößt die Immunreaktion auf das eingedrungene Pathogen an. Somit 




endlich bewirkt eine Applikation von CpG-ODN in Zellkulturen eine Aktivierung TLR9-
positiver Zellen, beziehungsweise in Versuchstieren eine Aktivierung des gesamten Immun-
systems, angestoßen durch die initiale Aktivierung TLR9-positiver Zellen. Diese aktivieren 
ihrerseits das gesamte Netzwerk des Immunsystems. Wie diese komplexen Regelmecha-
nismen nach CpG-ODN-Applikation genau ablaufen, ist bislang nicht vollständig geklärt. Es 
ist jedoch bekannt, dass die zu beobachtenden Effekte von CpG-ODN von mehreren Fakto-




Das angeborene, unspezifische Immunsystem besitzt die Fähigkeit, potentielle Krank-
heitserreger anhand mikrobieller Muster durch eine Reihe von Keimbahn-codierten Rezepto-
ren, so genannten „pattern recognition receptors“ (PRR) zu erkennen, und eine Immunant-
wort einzuleiten, zu steuern und wieder zu beenden [MEDZHITOV et al., 1997]. Zu den PRR 
gehören auch die Toll-like Rezeptoren (TLR). CpG-Motive in DNA-Molekülen werden als ein 
solches pathogenes mikrobielles Muster von Toll-like Rezeptor 9 erkannt. TLR9 wird beim 
Menschen lediglich auf B-Zellen und plasmazytoid dendritischen Zellen exprimiert. Nur diese 
beiden Zell-Arten werden von CpG-ODN direkt aktiviert [ROTHENFUSSER et al., 2002]. Auf 
andere Zellen des humanen Immunsystems (Monozyten, T-Zellen, NK-Zellen) besitzen CpG-
ODN nur indirekte Effekte, die durch die von B-Zellen und pDC sezernierten Zytokine vermit-
telt werden.  
 
CpG-ODN bewirken bei B-Lymphozyten eine erhöhte Produktion und Sekretion von IL-
6 und -10 [GANTNER et al., 2003], sowie nach Proliferation und Ausreifung zu Plasmazellen 
eine gesteigerte Freisetzung von Immunglobulinen [KRIEG et al., 1995]. B-Zellen, die mit 
CpG-ODN in Kontakt gekommen sind, exprimieren verstärkt MHC I und II, sowie kostimula-
torische Moleküle (CD86, CD54, CD40) auf ihrer Zelloberfläche [BAUER et al., 1999; HART-
MANN et al., 2000]. Yi et al. fanden in CpG-ODN-behandelten B-Zellen zudem eine erhöhte 
Resistenz gegenüber Apoptose [YI et al., 1998]. In einer Zellreihe eines B-Zell-Lymphoms 
konnte als Reaktion auf eine Stimulierung mit CpG-ODN auch eine gesteigerte Expression 
des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 nachgewiesen werden [CHEN et al., 2001]. 
 
Bei pDC führen CpG-ODN zu einer Reifung unreifer, sowie zu einer Aktivierung reifer 
dendritischer Zellen, einhergehend mit einer vermehrten Expression von Antigen-
präsentierenden Oberflächenmolekülen (CD86, CD40, MHC II) [SPARWASSER et al., 1998]. 
pDC sezernieren zudem Zyto- und Chemokine (IL-6, -8, -12, TNF-α, IFN-γ, ICAM-1) [PENNA 




bewirken CpG-ODN die Synthese von IL-12 [KRUG et al., 2001]. Diese Mediatoren lenken 
das Immunsystem in Richtung einer Th1-gerichteten Antwort [HARTMANN et al., 2000].  
  
In Mäusen wird TLR9 zusätzlich zu B-Zellen und pDC auch auf Monozyten, Makropha-
gen und Endothelzellen in hohem Ausmaß exprimiert. Dies mag zumindest teilweise die Un-
terschiede in der Wirkung von CpG-ODN auf das humane und murine Immunsystem erklä-
ren, und Grund für die Schwierigkeiten beim Übertragen von Erkenntnissen aus Tiermodel-
len auf den Menschen sein. Zusammenfassend besteht die zentrale Wirkung von CpG-ODN 
in einer Modulation des Immunsystems in Richtung einer Th1-orientierten Immunantwort. Auf 
diese Weise vermitteln CpG-ODN eine Protektion gegenüber verschiedensten Arten von 
Infektionen mit Bakterien, Viren und Parasiten, steigern die Anti-Tumor-Aktivität des Immun-










4 ZIEL DER STUDIE  
 
 
Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war es, mit Hilfe des etablierten Mo-
dells der intravitalen Epifluoreszenzmikroskopie der Rattenleber, die durch eine Endotoxin-
Injektion hervorgerufenen mikrozirkulatorischen Störungen der Leber zu untersuchen. Be-
sonders eingegangen wurde auf die Frage, ob und inwieweit eine Präkonditionierung mit 
immunmodulierenden CpG-Oligodeoxynukleotiden eine Reduktion der Endotoxin-
vermittelten Leber-Mikrozirkulationsstörungen und des parenchymatösen Schadens bewir-
ken kann. 
 
Auf folgende Fragen wurde näher eingegangen: 
 
1) Bewirkt eine Vorbehandlung mit CpG-ODN eine Veränderung der nutritiven Perfusion 
in der Endotoxin-geschädigten Leber und hat dies Auswirkungen auf die zelluläre In-
tegrität und den Zell-Metabolismus? 
 
2) Wird die intrahepatische Leukozytenakkumulation als Ausdruck der inflammatorischen 
Reaktion auf den Endotoxin-induzierten Parenchym- und Endothelschaden durch eine 
vorhergehende Immunmodulation durch CpG-ODN beeinflusst, und führt die bekannte 
Immunstimulation zu einer Aktivitätsänderung der organständigen Makrophagen 
(Kupffer-Zellen)? 
 
3) Werden intrazelluläre Mechanismen angestoßen, die die möglichen Veränderungen 
bewirken könnten? 
 
4) Lässt sich die bekannte Eigentoxizität von CpG-ODN in unserem Modell reproduzieren 
und wie wirkt sich diese auf die Lebermikrozirkulation aus? 
 
5) Was passiert mit den intraperitoneal applizierten CpG-ODN? Werden sie in die Blut-








5 MATERIAL UND METHODEN 
 
 
5.1  Versuchstiere 
 
Sämtliche Versuche wurden an männlichen, 8-12 Wochen alten Sprague-Dawley Rat-
ten mit einem Körpergewicht (KG) von 180-320g durchgeführt. Die Tiere entstammten einer 
Zucht (Charles River, Sulzfeld, Deutschland), und wurden paarweise in Käfigen bis zu Ver-
suchsbeginn in einem klimatisierten Raum (Raumtemperatur: 22-24°C, Luftfeuchtigkeit: 
~60%) der Versuchstierhaltung des Instituts für Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Univer-
sität des Saarlandes gehalten. Die Tiere hatten bis ca. 12 Stunden vor Versuchsbeginn frei-
en Zugang zu Tiernahrung (Fa. Altromin, Lage, Deutschland) und bis unmittelbar vor Ver-
suchsbeginn freien Zugang zu Trinkwasser ad libitum. 
 
Die Experimente und die Tierhaltung entsprachen den Richtlinien der Tierschutzge-
nehmigung und standen unter der Aufsicht der Tierschutzbeauftragten der Universität des 
Saarlandes, Frau Dr. med. vet. M. Frings.  
 
 
5.2  Modell 
 
5.2.1  Anästhesie und chirurgische Präparation 
 
In Diäthyläther-Kurznarkose (Hoechst, Frankfurt/Main, Deutschland) wurden die Ver-
suchstiere mit einer intraperitonealen Injektion Pentobarbital (Narcoren, Merial GmbH, Hall-
bergmoos, Deutschland) in einer Dosierung von 50mg/kg KG [SCHÄFER et al., 2003] narkoti-
siert. Nach Rasur von Hals und Bauchregion (Electra GH204, Aesculap, Tuttlingen, Deutsch-
land) wurden die Tiere in Rückenlage auf einer Heizplatte (Fa. Effenberger, Pfaffing/Attel, 
Deutschland) fixiert. Die Rücksteuerung einer beim Tier zu Versuchsbeginn rektal eingeführ-
ten Temperaturmesssonde erlaubte es, die Körpertemperatur der Versuchstiere während der 
gesamten Versuchsdauer zwischen 36 und 37°C konstant zu halten. 
 
Zur Erleichterung der Spontanatmung wurde eine Tracheotomie durchgeführt. Dazu 
wurde nach einem medianen Hautschnitt die prätracheale Muskulatur atraumatisch in Längs-
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richtung gespalten und die freigelegte Trachea mit zwei Ligaturen angeschlungen. In der 
Folge wurde mit einer Mikroschere ein Ligamentum anulare ventralseitig durchtrennt und ein 
Polyethylen-Tubus (Fa. Portex Ltd., Hythe, Großbritannien; Innendurchmesser (ID) 1.67mm, 
Außendurchmesser (OD) 2.42mm) eingelegt und mit den vorgelegten Ligaturen fixiert. 
 
Die Präparation der A. carotis communis erfolgte im linken Spatium parapharyngeum. 
In diesem wurde unter Schonung des N. vagus und der V. jugularis interna die A. carotis 
communis isoliert und zweifach angeschlungen. Proximal wurde das Gefäß mit einem 
atraumatischen Gefäßclip verschlossen und distal ligiert. Nach Arteriotomie wurde ein Poly-
ethylenkatheter (Portex; PE50, ID 0.58mm, OD 0.96mm) intraluminal platziert und mit den 
vorgelegten Ligaturen gegen Verrutschen gesichert. Der arterielle Zugang wurde zur kontinu-
ierlichen Messung makrohämodynamischer Parameter über einen Dreiwegehahn (Braun, 
Melsungen, Deutschland) an einen Druckabnehmer (Statham Typ P23 ID, Gould Inc. Ox-
nard, CA, USA) angeschlossen. Weiterhin wurde über den arteriellen Zugang Blut zur Durch-
führung von Blutgasanalysen und Blutbildmessungen abgenommen. Die Präparation der V. 
jugularis externa erfolgte in ähnlicher Weise in der linken Fossa supraclavicularis. Der venö-
se Zugang diente der kontinuierlichen Volumensubstitution mit physiologischer Kochsalzlö-
sung (4-5ml/kg KG/h) sowie der Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen. 
 
Nach medianer Laparotomie wurde in einem U-förmigen Schnitt die Bauchdecke mit-
tels Thermokoagulation durchtrennt und die so entstehenden Bauchdeckenlappen mit an 
Magnetständern befestigten Haken kranialwärts aufgespannt. Unter Schonung der Leber 
wurden zu deren Mobilisierung und folgender Auslagerung die Ligamente und Peritoneal-
duplikaturen zum Zwerchfell, zum Magen und zum Retroperitoneum hin durchtrennt. Zur 
Kanülierung des Ductus choledochus wurde dieser auf einer Strecke von ca. 4mm aus dem 
umliegenden Gewebe freipräpariert, angeschlungen und nach Inzision mit einem Polyethy-
lenkatheter (PE50, ID 0.58mm, OD 0.96mm) zur kontinuierlichen Messung der gesamthepa-
tischen Gallesekretion kanüliert. Nach Fixierung des Katheters wurden die freiliegenden Ab-
dominalorgane mit einer mit isotoner Kochsalzlösung angefeuchteten Kompresse und einer 
Sauerstoff-impermeablen Klarsichtfolie abgedeckt, um deren Austrocknen und Auskühlen zu 
verhindern. 
 
5.2.2  Vorbehandlung und Endotoxinämie 
 
Am Tag 0 wurden die Versuchstiere mit einer einmaligen intraperitonealen Injektion ei-
nes CpG-Motiv-haltigen Oligodeoxynukleotids, bestehend aus 20 Nukleobasen, oder einer 
biologisch inerten Kontrollsequenz gleicher Länge ohne CpG-Motiv (Tabelle 3, beide Sigma 
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Genosys, Steinheim, Deutschland) in einer Dosierung von jeweils 10nmol, gelöst in 500µl 
sterilem PBS (PAA, Linz, Österreich), unter Diethyläthernarkose vorbehandelt. Sechs Tage 
nach dieser Vorbehandlung wurde in einer Diethyläther-Kurznarkose durch eine einmalige 
intraperitoneale Injektion eines E.coli-Lipopolysaccharids (LPS, Serotyp O128:B12; Sigma) in 
einer Dosierung von 5mg/kg KG eine Endotoxinämie induziert. Das Endotoxin wurde vor der 
Injektion in steriler 0.9%-iger NaCl-Lösung in einer Konzentration von 2mg/ml gelöst. Sechs 
beziehungsweise 16 Stunden nach LPS-Injektion erfolgte die chirurgische Präparation und 
nachfolgende intravitale Fluoreszenzmikroskopie des linken Leberlappens. 
 
Zur Untersuchung der Eigentoxizität und zum Verbleib von CpG-ODN nach intraperito-
nealer Injektion wurden Ratten in zusätzlichen Experimenten mit Fluoreszein-markierten 
CpG-ODN (fCpG; Sigma Genosys) i.p. vorbehandelt. Die Basensequenz der fluoreszieren-
den CpG-ODN war identisch zu den nicht-fluoreszierenden CpG-ODN. Einen beziehungs-
weise sechs Tage nach Vorbehandlung wurden die Versuchstiere dem oben beschriebenen 
chirurgischen Procedere unterzogen und die Lebermikrozirkulation mittels intravitaler Fluo-
reszenzmikroskopie untersucht.  
 
ODN  Sequenz (5’ J 3’) 
Kontrolle  GCTTGATGACTCAGCCGGAA 
CpG-ODN/ fCpG-ODN  TTCATGACGTTCCTGATGCT 
 
Tabelle 3: Basensequenzen der verwendeten Oligodeoxynukleotide (ODN) in 5’-3’-Richtung. CpG-ODN und 
fluoreszierende CpG-ODN (fCpG-ODN) enthalten das zentrale CpG-Motiv-haltige Hexamer. 
 
 
5.3  Untersuchungsmethoden 
 
5.3.1  Makrohämodynamik 
 
Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) wurde über den druckstabilen Katheter in der A. 
carotis communis mit Hilfe eines Statham-Druckwandlers (Statham® DTX/Plus®, Ohmeda, 
Erlangen Deutschland) registriert und mit einem Flachbrettschreiber kontinuierlich aufge-
zeichnet. Die Herzfrequenz (HF) wurde anhand der arteriellen Blutdruckamplituden der fort-
laufenden Registrierung bei einer Schreibergeschwindigkeit von 600mm/min durch Auszäh-
len ermittelt. Zu fixen Zeitpunkten, die an die Untersuchung der Mikrozirkulation gekoppelt 
waren, wurden Messwerte zu MAP und HF erhoben. 
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5.3.2  Mikrozirkulation der Leber 
 
Als direkte Methode der Untersuchung der hepatischen Mikrozirkulation wurde die 
intravitale Fluoreszenzmikroskopie benutzt, mit Hilfe derer unter Verwendung verschiedener 
Fluoreszenzfarbstoffe verschiedene Parameter der Mikrozirkulation analysiert werden kön-
nen. 
 
5.3.2.1 Grundlagen der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (IVM) 
 
Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie nutzt die Eigenschaft fluoreszenzfähiger Stoffe, 
bei Anregung durch Licht definierter Wellenlänge (λ), Lichtquanten zu emittieren. Gemäß der 
Definition von Fluoreszenz dauert die Leichtemission genau so lange, wie anregendes Licht 
auf ein zur Fluoreszenz befähigtes Molekül einstrahlt. 
 
Wird ein Körper oder Molekül mit Licht bestrahlt, so wird ihm physikalisch gesehen E-
nergie zugeführt und von ihm absorbiert. Dabei kollidieren einfallende Photonen bei der Be-
leuchtung von Fluoreszenzfarbstoffen mit Elektronen des betreffenden Moleküls und über-
tragen ihre kinetische Energie auf dessen Elektronen. Diese Elektronen werden aus ihrem 
niedrigen Energieniveau auf ein energiereicheres gehoben und so aus ihrem Ruhe- oder 
Grundzustand per Elektronen-Schwingungsübergang in einen angeregten Singulett-Zustand 
überführt. Die so zugeführte Energie versetzt die jeweilige Substanz in einen energetisch 
höheren Zustand, wobei die zugeführte Lichtenergie in andere Energieformen (Schwin-
gungs-, Rotations-, Anregungsenergie) umgewandelt und zwischengespeichert wird. Da der 
stabilste Zustand einer chemischen Verbindung aber normalerweise dem energieärmsten 
entspricht, versucht eine angeregte Substanz, diesen energieärmsten Zustand schnellstmög-
lich wieder einzunehmen, indem sie die überschüssige Energie in Form von Wärme, chemi-
scher oder elektromagnetischer Energie (Licht) wieder abgibt. Unter Abgabe von Lichtquan-
ten stürzen die angeregten Elektronen innerhalb von ca. 10-12 Sekunden zurück auf ihr ur-
sprüngliches Energieniveau. Gemäß der Stokes’schen Regel, die besagt, dass ein gewisser 
Anteil der eingestrahlten Lichtenergie nicht als Licht zurückgestrahlt wird, sondern in einer 
anderen Energieform (z.B. Wärme) abgegeben wird, unterscheiden sich die emittierten 
Lichtquanten von den einfallenden Quanten hinsichtlich ihrer Energie, sie sind energieärmer. 
Entsprechend der physikalischen Formel  
 
λ = (h * c) / E 
 
(λ: Wellenlänge; h: Planck’sches Wirkungsquantum; c: Lichtgeschwindigkeit; E: Energie) 
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ist das emittierte Licht langwelliger als das anregende Licht. Das Spektrum der emittierten 
Wellenlängen ist hierbei unabhängig von der Anregungswellenlänge, sondern lediglich von 
den Fluoreszenz-Eigenschaften des angeregten Moleküls. Dieser Unterschied zwischen den 
Wellenlängen erlaubt mit Hilfe von speziellen Filtern die Unterscheidung zwischen Anre-



















Abb. 3: Schemazeichnung zum Aufbau einer Auflichtfluoreszenzapparatur 
(Quelle: http://www.juelich-bonn.com/site/mikroskop/texte/fluoreszenz) 
 
Zur Durchführung der (intravitalen) Fluoreszenzmikroskopie in Epi-Illuminationstechnik 
(Auflichtfluoreszenz-Mikroskopie) bedarf es einer speziellen Filteranordnung innerhalb des 
Mikroskops (Abb. 3). Der erste Filter hinter der Lichtquelle ist der so genannte Anregungsfil-
ter, der aus dem gesamten Wellenlängen-Spektrum der Lampe denjenigen Wellenlängenbe-
reich isoliert, der zur Anregung des entsprechenden Fluorochroms erforderlich ist. Ein nach-
geschalteter dichromatischer Teilerspiegel reflektiert das Anregungslicht auf das zu mikro-
skopierende Objekt. Gleichzeitig muss er für das emittierte Fluoreszenzlicht möglichst 
vollständig durchlässig sein. Da dieser auch als Reflexions-Kurzpassfilter bezeichnete 
Spiegel bestimmte Bereiche eines Spektrums vollständig reflektieren und andere durchlas-
sen kann, ist es möglich, Anregungs- und Emissionslicht exakt voneinander zu trennen. Als 
letztes wird mittels eines Sperrfilters aus dem verbleibenden Wellenlängenspektrum nur 
dasjenige herausgefiltert, das für den verwendeten Fluoreszenzfarbstoff spezifisch ist. 
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In den im Rahmen dieser Studie durchgeführten Versuchen wird das Fluoreszenz-
Prinzip bei drei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen genutzt, um die hepatische Mikrozir-
kulation mikroskopisch zu untersuchen: Natriumfluoreszein, ein niedermolekulares Molekül 
(376Da), wird von Hepatozyten aufgenommen und reichert sich in deren Zytoplasma an. Bei 
einer Wellenlänge von 470-490nm wird es zur Lichtemission angeregt und emittiert seiner-
seits Licht mit einer Wellenlänge >520nm. Rhodamin 6G dient zur in vivo-Färbung von Leu-
kozyten. Es hat eine Anregungswellenlänge von 530-560nm und eine Emissionswellenlänge 
>580nm. Bisbenzimid ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der nach Aufnahme in Hepatozyten in der 
DNA-Doppelhelix interkaliert und zur Darstellung des Chromatins dient. Es lässt sich mit 
Licht einer Wellenlänge von 330-380nm zur Photonenemission anregen und emittiert Licht 
einer Wellenlänge >415nm. 
 
5.3.2.2  Durchführung 
 
Am Tag 6 nach intraperitonealer Applikation von CpG- oder Kontroll-ODN wurde die 
intravitale Fluoreszenzmikroskopie 6 oder 16 Stunden nach Endotoxin-Injektion direkt im 
Anschluss an die chirurgische Präparation durchgeführt. Dazu wurden die Versuchstiere auf 
der Heizplatte in einem Winkel von ca. 45° um die Längsachse nach links geneigt. Der von 
den Haltebändern befreite linke Leberlappen des Versuchstieres wurde zur Verringerung der 
Atemexkursionen mit Hilfe von mit physiologischer Kochsalzlösung angefeuchteten Watte-
tupfern auf einen in 3 Achsen frei drehbaren, mit Knetmasse ausmodellierten Löffel ausgela-
gert (Abb. 4). Die ausgelagerte Leber wurde mit physiologischer Kochsalzlösung superfun-
diert und mit einem Deckglas der Größe 24 x 24mm abgedeckt. Der Rest der Leber wurde 
ebenfalls mit Kochsalzlösung befeuchtet und mit einer Sauerstoff-impermeablen Klarsichtfo-
lie gegen Austrocknung geschützt. Die auf den an einem Magnetständer fixierten Löffel aus-
gelagerte Leber wurde exakt horizontal, parallel zur Fokusebene unter dem Mikroskop posi-
tioniert. 
 
5.3.2.3  Geräteanordnung 
 
Zur Durchführung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wurde ein modifiziertes Auf-
lichtmikroskop (Axioplan, Zeiss, Jena, Deutschland) mit einer 100W HBO Quecksilber-
Lampe (Leitz, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Das von der HBO-Lampe ausgestrahlte 
Licht wurde mittels eines dichromatischen Spiegels in seine Spektralfarben zerlegt durch 
einen nachgeschalteten Filterblock wurde Licht der Wellenlängen 470-490nm, 530-560nm 
oder 330-380nm herausgefiltert. Zur Verhinderung der Überstrahlung des emittierten Lichts 
durch das Anregungslicht wurden Sperrfilter verwendet. Die verwendeten Filter selektierten 




















zum einen die Wellenlängen des Anregungslichtes, als auch die des emittierten Lichtes. Ein 
zusätzlicher Sperrfilter verhinderte Überlagerungen durch weitere Reflexionsstahlung. Eine 
seitlich des Objektivs befindliche Auflicht-Hellfeld-Erregung erlaubt eine direkte Beleuchtung 
des Präparats. Das von den Fluoreszenzfarbstoffen emittierte Licht wurde mittels einer „low 
light“ CCD-Kamera (FK 6990B-IQ, COHU, Prospective Measurements Inc., San Diego CA, 
USA) mit einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern pro Sekunde aufgenommen. Unter Zwi-
schenschalten eines Echtzeitgenerators (EZG) (VTG 33, FOR-A-Company, Tokyo, Japan) 
zur Einblendung von Datum und Uhrzeit wurden die intravitalmikroskopischen Bilder zu ei-
nem Videorekorder (S-VHS Panasonic AG-7350, Matsushita, Tokyo, Japan) übertragen und 
für die spätere off-line-Auswertung auf Videobänder aufgezeichnet (Abb. 4). 
Mit dem für die Aufnahmen zur quantitativen Analyse der Lebermikrozirkulation ver-
wendeten 20x Wasser-Immersionsobjektiv (W 20x/0.5, ZEISS, Jena, Deutschland) wurde auf 
einem 330mm-Monitor (PVM-2130 QM, Sony, München, Deutschland) eine Gesamtvergrö-

































Abb. 4: Schematische Darstellung des Aufbaus der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Die Versuchsanordnung 
umfasst ein Mikroskop mit einer CCD-Kamera, die über einen Echtzeitgenerator (EZG) an einen Monitor und 
einen Videorekorder (VR) angeschlossen ist. Der linke Leberlappen (LL) wird auf einen an einem Magnetständer 
befestigten Löffel ausgelagert, und, mit einem Deckglas abgedeckt, horizontal unter dem Objektiv positioniert. 
 
Zu Beginn der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie, noch vor Injektion der Fluoreszenz-
farbstoffe, wurden zur Erfassung der parenchymatösen NADH-Autofluoreszenz bei jedem 
Versuchstier 6 zufällig ausgewählte Gesichtsfelder bei in den Strahlengang eingebrachtem 
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UV-Filter für je 20 Sekunden bei 10% Lichtstärke beleuchtet und auf Videoband aufgezeich-
net. Während dieser Aufzeichnung war die automatische Kamerasteuerung ausgeschaltet 
und die Regelung für Schwarzwert und Verstärkung jeweils auf Null gestellt. Im Zeitraum 
dieser 20 Sekunden führte die anhaltende Beleuchtung des jeweiligen Gesichtfeldes zum 
Zerfall des in Ito-Zellen gespeicherten α-Retinols, und somit zu einem Ausbleichen der initial 
hell leuchtenden α-Retinol-speichernden Ito-Zellen. Nach 20 Sekunden war nur mehr die 
dem Gewebe eigene NADH-Autofluoreszenz zu erkennen, die später densitometrisch ge-
messen wurde. 
 
Im Anschluss daran wurden den Versuchstieren intravenös Fluoreszenzfarbstoffe inji-
ziert: Natrium-Fluoreszein (2µmol/kg KG; Merck, Darmstadt, Deutschland) zur hepatozellulä-
ren Kontrastverstärkung (Abb. 5A,B), Rhodamin 6G (1µmol/kg KG; Merck, Darmstadt, 
Deutschland) zur in vivo-Färbung von Leukozyten (Abb. 6A) und Bisbenzimid (2µmol/kg KG; 
Sigma ARK, Darmstadt, Deutschland) zur Untersuchung des apoptotischen Zelltodes (Abb. 
6B). Pro Versuchstier wurden 10 Leberazini und 5 post-sinusoidale Venulen mit allen drei 












Abb. 5A: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 20x Wasser-
Immersionsobjektiv (x465-fache Vergrößerung). Nach Natrium-Fluoreszein-Injektion zur Kontrastverstärkung stellt 
sich die hepatische Mikrozirkulation in Form sechseckiger Lobuli mit einer zentral gelegenen post-sinusoidalen 
Venule (V) dar. In B wird eine solche Venule im Längsschnitt dargestellt. 
 
Bei je 4 Versuchstieren pro Gruppe wurden bei laufender Video-Aufnahme anschlie-
ßend Fluoreszein-markierte Latex-beads (3x108 / kg KG, ∅1.1µm; Polyscience Inc., Warring-
ton, PA, USA), gelöst in 0.1ml isotoner Kochsalzlösung, als Bolus intraarteriell injiziert. Ab 
dem Erscheinen des ersten Latexpartikels wurde die Zeit abgewartet, bis sich keine frei be-
weglichen Latex-beads mehr feststellen ließen. Während dieses Zeitraums wurden zufällig 
ausgewählte Leberlobuli für jeweils 10 Sekunden unter dem Blaufilter mikroskopiert und 



















Abb. 6A: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 20x Wasser-
Immersionsobjektiv (x465-fache Vergrößerung) nach Injektion von Rhodamin 6G. Es stellen sich gefärbte Leuko-
zyten in einer post-sinusoidalen Venule dar. B: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Leberober-
fläche nach Injektion von Bisbenzimid (x465-fache Vergrößerung). Man beachte die Kerne apoptotisch veränder-













Abb. 7A: Intravitale fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Leberoberfläche mit einem 10x Wasser-
Immersionsobjektiv (x234-fache Vergrößerung) nach Injektion von Fluoreszein-markierten Latex-Partikeln. Man 
beachte die periportal betonte Lokalisation nach Phagozytose durch Kupffer-Zellen. B: Intravitale fluoreszenzmik-
roskopische Aufnahme eines Ausschnittes eines Lobulus mit einem 40x Wasser-Immersionsobjektiv (x866-fache 
Vergrößerung) sechs Tage nach Injektion von fluoreszierenden CpG-ODN ohne Zugabe weiterer Fluoreszenz-
farbstoffe. Man beachte die fluoreszierenden CpG-ODN (Pfeil) in Sinusuferzellen. 
 
Die Tiere, denen fluoreszierende CpG-ODN injiziert worden waren, wurden einer iden-
tischen Mikroskopie unterzogen, allerdings wurde vor Injektion der Farbstoffe die Leberober-
fläche im Blaufilter mit einem 40xObjektiv (W 40x/0.75, ZEISS, Jena, Deutschland) mikro-
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5.3.3 Mikrozirkulatorische Parameter 
 
Die während der einzelnen Versuche aufgezeichneten Videoaufnahmen wurden nach-
folgend computerunterstützt mit Hilfe der Software CapImage 5.03 (Zeintl, Heidelberg, 
Deutschland) ausgewertet. Zur Abgrenzung der zu analysierenden Leberlobuli dienten opti-
mierte Schablonen, die der Form einzelner Lobuli entsprachen. Somit wurden nur die inner-
halb dieser Schablonen stattfindenden mikrozirkulatorischen Parameter analysiert. Hierbei 
wurden folgende Parameter untersucht: 
 
5.3.3.1 sinusoidale Perfusion und Gewebeoxygenierung 
 
Die Aufnahmen, die zu Beginn eines jeden Versuchs noch vor Injektion der Farbstoffe 
gemacht wurden, dienten der Messung der NADH-Autofluoreszenz des Leberparenchyms. 
Dazu wurde exakt 20 Sekunden nach dem ersten Beleuchten des Gesichtsfeldes an jeweils 
sechs verschiedenen Stellen im midzonalen Bereich eines Lobulus die Grauwertdichte als 
Ausdruck der Autofluoreszenz densitometrisch gemessen und in arbiträren Einheiten (aE) 
wiedergegeben.  
 
Zur Analyse von Perfusionsausfällen innerhalb hepatischer Lobuli dienten die Aufnah-
men, die mit dem Blaufiltersystem gemacht wurden. Dazu wurden alle Sinusoide im midzo-
nalen Bereich der Schablone gezählt und die Zahl der nicht-perfundierten Sinusoide in Pro-
zent zur Gesamtzahl aller Sinusoide innerhalb der Schablone angegeben.  
 
5.3.3.2 venuläre Gefäßdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit 
 
Weiterhin dienten diese Aufnahmen der Bestimmung des Durchmessers post-
sinusoidaler Venulen zur Berechnung der Endotheloberfläche. Als Grundlage dafür wurde 
eine Strecke l von 100µm eines Gefäßabschnittes gewählt und innerhalb dieser Strecke an 
verschiedenen Punkten der Durchmesser d [µm] des Gefäßes bestimmt. Unter der Annah-
me, dass in diesem Bereich die Venule eine zylindrische Geometrie aufweist, wurde die 
Mantelfläche A dieses Zylinders nach der Formel 
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In diesen post-sinusoidalen Venulen wurde ebenfalls die Erythrozytenfließgeschwin-
digkeit VEry gemessen. Zu diesem Zweck wurde mit Hilfe der CapImage®-Software in die Mit-
te der betrachteten Venule eine virtuelle Linie gelegt, entlang derer die Erythrozytenfließ-
geschwindigkeit von der CapImage®-Software gemessen wurde. Aus dem Verhältnis der 
Länge der Gefäßabschnitts s [µm] und der dafür benötigten Zeit t [s] errechnet sich die Ery-
throzytenfließgeschwindigkeit [µm/s] gemäß der Formel 
 
VEry = s / t  [µm/s] 
 
5.3.3.3  Phagozytoseaktivität der Kupfferzellen 
 
In jeder Gruppe wurden 4 Versuchstieren bei laufender Video-Aufzeichnung 3x108 / kg 
KG Latex beads intraarteriell injiziert. Zur Untersuchung der Kupffer-Zell-Aktivität, das heißt 
der Kinetik der Adhäsion und Phagozytose der Latex-Partikel, wurden bei jedem Ver-
suchstier über einen Zeitraum von 5 Minuten ab dem Zeitpunkt der Injektion im Abstand von 
jeweils 10 Sekunden sukzessive zufällig ausgewählte Gesichtfelder im Blaufilter mikrosko-
piert und auf Videoband aufgezeichnet. Je nach Bedarf wurde zur Kontrastverbesserung 
vorher 1µmol/kg Natrium-Fluoreszein injiziert. Die Phagozytose-Kinetik wurde quantifiziert, 
indem die Anzahl der in Sinusoiden frei fließenden Latex-Partikel als prozentualer Anteil aller 
im Lobulus sichtbaren Latex-Partikel während des Beobachtungszeitraums von 10 Sekunden 
angegeben wurde. Da die Gesamtzahl der Partikel innerhalb der Gesichtsfelder in Abhän-
gigkeit der Perfusion variierte, wurden diese Daten normalisiert und als prozentualer Anteil 
aller pro Gesichtsfeld sichtbarer Latex-Partikel ausgedrückt. 
 
5.3.3.4  hepatozelluläre Apoptose 
 
Die Aufnahmen, die mit dem UV-Filtersystem gemacht wurden, zeigten die mit Bisben-
zimid angefärbten Kerne der Hepatozyten. Anhand der Leuchtintensität der gefärbten Kerne 
wurde die Anzahl der Kerne, die morphologische Korrelate der Apoptose wie Kondensation, 
Margination, Fragmentation oder auch so genannte „apoptotic bodies“ zeigten, zonal separat 
bestimmt. 
 
5.3.3.5  mikrovaskuläre Leukozyten-Retention 
 
Die mit dem Grünfilter-System erstellten Aufnahmen zeigten die mit Rhodamin 6G in 
vivo-gefärbten Leukozyten. Somit konnten die Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen im Sin-
ne adhärenter Leukozyten analysiert werden. In den Sinusoiden wurde die Zahl der Leukozy-
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ten, die über einen Zeitraum von mehr als 20 Sekunden stagnierten, nach zonaler Gliede-
rung bestimmt. In den post-sinusoidalen Venulen wurde ebenfalls die Zahl der für 20 Sekun-
den adhärenten Leukozyten in einem Abschnitt von 100µm analysiert. Zusammen mit der in 
der Natrium-Fluoreszeinfärbung ermittelten Gefäßoberfläche wurde dann die Zahl adhären-
ter Leukozyten pro mm² Gefäßoberfläche errechnet. 
 
5.3.4  hepatozelluläre Exkretionsfunktion 
 
Zur Beurteilung der hepatozellulären Exkretionsfunktion wurde die Gallesekretion, be-
ginnend ab der Punktion des Ductus choledochus, jeweils in 20-Minuten-Intervallen gemes-
sen. Hierzu wurde die sezernierte Galle in vor Versuchsbeginn abgewogenen Insulinspritzen 
aufgefangen und deren Gewicht mit einer Präzisionswaage (AP 110, Analytical plus, Ohaus, 
Deutschland) zur Berechnung der gesamthepatischen Galleproduktion β bestimmt. Diese 
ergibt sich als Quotient des Volumens der sezernierten Galle VG [µl] und dem Produkt aus 
Leberfeuchtgewicht GL [g] und Zeitintervall, in dem die Messung erfolgte [min]:  
 
β = VG / GL x t  [µl / g * min] 
 
Das Volumen der produzierten Galle VG ergibt sich aus dem Quotienten aus Gewicht 
der produzierten Galle GG [g] und der Dichte ρ der Galle, für die ein Wert von 1g/ml [SUMI-
MOTO et al., 1988] angenommen wurde: 
 
VG = GG / ρ  [µl]. 
 
5.3.5  Probenentnahme 
 
5.3.5.1  Blutentnahme 
 
Am Ende jedes Versuches wurde den Versuchstieren über den arteriellen Katheter 
Vollblut in heparinisierte Kapillaren zur Durchführung einer Blutgasanalyse entnommen. Des 
Weiteren wurden ca. 2ml Vollblut in Ca2+-EDTA-beschichteten Röhrchen asserviert. Dieses 
diente zur Erstellung eines Blutbildes, sowie zur Gewinnung von Plasma durch Zentrifugati-
on.  
 
5.3.3.2  Gewebeasservierung 
 
Nach der Blutentnahme wurde den Versuchstieren die Leber zu histologischen und 
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proteinbiochemischen Untersuchungen entnommen und die Tiere gleichzeitig mit einer Pen-
tobarbital-Überdosierung getötet. 
 
Die entnommene Leber wurde zur Bestimmung des Leber-Feuchtgewichts gewogen, in 
kleine Stücke geschnitten und anschließend für proteinbiochemische Untersuchungen in 
sterilem PBS gewaschen und in Flüssigstickstoff schockgefroren. Ein weiterer Teil der ent-
nommenen Leber wurde in TissueTek (Jung Einbettmedium, Leica Instruments GmbH, 
Nussloch, Deutschland) eingebettet und zur immunhistologischen Untersuchung ebenfalls in 
Flüssigstickstoff eingefroren. Die so gewonnenen Proben wurden bis zur Durchführung der 
entsprechenden Untersuchungen bei -80°C gelagert. Der Rest der Leber wurde in 4%-igem 
Phosphat-gepuffertem Formalin (Roth, Karlsruhe, Deutschland) für etwa 3-4 Tage fixiert und 
anschließend zur histologischen Untersuchung in Paraffinwachs eingebettet. 
 
5.3.6  Vollblut-Untersuchungen 
 
5.3.6.1  Enzym-Bestimmung im Plasma 
 
Aus dem bei Versuchsende in EDTA-beschichtete Röhrchen entnommenen Vollblut 
wurde durch dreiminütige Zentrifugation mit 3000 Umdrehungen / Minute Blutplasma gewon-
nen. Dieses wurde mit einer Mikropipette vorsichtig isoliert und bis zur Durchführung der la-
borchemischen Untersuchungen bei -20°C gelagert.  
 
Die Aktivitäten der Enzyme Aspartat-Amino-Transferase (AST, =GOT) und Alanin-
Amino-Transferase (ALT, =GPT) sind bei Schädigung der hepatozellulären Plasmamembran 
als Ausdruck des Leberschadens erhöht. Zur Untersuchung der hepatozellulären Integrität 
wurden spektrophotometrisch [BERGMEYER et al., 1978] die Aktivitäten der Transaminasen 
(AST, ALT) im Plasma bestimmt. Des Weiteren wurden die Plasmaaktivitäten der Glutamat-
dehydrogenase (GLDH) und der Cholinesterase (ChE) analysiert, um Aussagen über die 
Schwere des Leberschadens sowie der Störungen der Sekretionsleistung der Leber zu er-
halten. 
 
5.3.6.2  Blutgasanalyse, Blutbild 
 
Die Analyse des während des Versuchsablaufs und zum Versuchsende entnommenen 
Bluts hinsichtlich arterieller Blutgase, pH-Wert und Hämatokrit-Wert erfolgte unter Zuhilfe-
nahme eines CHIRON-Diagnostics. Mit Hilfe eines Coulter Counters (Coulter AcT diff, Hia-
leh, FL, USA) wurden die systemische Leukozytenzahl und das Differentialblutbild bestimmt. 
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5.3.7  Histologische Analysen - Standardfärbungen 
 
Aus den asservierten Gewebeproben wurden aus den Kontrollgruppen jeweils 7 und 
aus den CpG-ODN-Gruppen jeweils 8 Proben pro Gruppe zufällig ausgewählt. Die in Paraf-
finwachs eingebetteten Gewebeproben wurden mit einem Mikrotom in Schnitte mit 5µm Di-
cke geschnitten und auf Objektträgern fixiert. Die fixierten Schnitte wurden entparaffiniert und 
anschließend mit Hämatoxylin-Eosin (HE; Abb. 8A) und zum Nachweis infiltrierender 
Neutrophiler mit AS-D Chlor-Acetatesterase (CAE; Abb. 8B) gefärbt. Die Schnitte wurden 
anschließend in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und eingedeckt. 
Die Auswertung der HE gefärbten Leberhistologien erfolgte an einem Olympus BX60 
Lichtmikroskop mit einer angeschlossenen Digital-Kamera (Zeiss AxioCam HRc). An verblin-
deten Schnitten wurde der aus der Endotoxinämie resultierende Parenchymschaden unter-
sucht, der anhand der hepatozellulären Apoptose quantifiziert wurde. Dazu wurden pro Ge-
webeschnitt jeweils 10 Gesichtsfelder (high power fields HPF, x40 Objektiv) bei 400-facher 
Vergrößerung analysiert. In jedem der Gesichtsfelder wurde nach Bestimmung der Gesamt-
zahl sämtlicher Hepatozyten die Anzahl an parenchymatösen Zellen erfasst, deren Zellkern 
für apoptotische Vorgänge charakteristische morphologische Veränderungen aufwies. Als 
morphologische Kriterien dienten hierbei Veränderungen wie Kondensierung des Chroma-
tins, Zell- und Kernschrumpfung, Karyopyknose, Karyorhexis und so genannte „apoptotic 
bodies“. Die Anzahl der derart veränderten Hepatozyten wurde als Anzahl apoptotischer HE-

















Abb. 8A: HE-Histologie einer Kontroll-Leber 6 Tage nach Kontroll-ODN und 6h nach LPS-Injektion. Man beachte 
einzelne hepatozelluläre Apoptosen (Pfeil). Vergrößerung x400. B: CAE-Färbung einer Kontroll-Leber 6 Tage 
nach Kontroll-ODN und 6h nach LPS-Injektion. Man beachte die ausgeprägte Adhärenz der Leukozyten am venu-
lären Endothel sowie in den peri-venulären Raum extravasierte Leukozyten (Pfeile). Vergrößerung x400. 
 
Anhand der CAE-gefärbten Schnitte wurde die intrahepatische Leukozytenretention in 
Sinusoiden untersucht. Hierzu wurde nach Verblindung in jeweils 10 Gesichtsfeldern pro 
A B
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Gewebeschnitt bei 400-facher Vergrößerung, die Zahl der in Sinusoiden adhärenten Leuko-
zyten erfasst, sowie die Anzahl der in den perivasalen Raum post-sinusoidaler Venulen 
extravasierten Leukozyten gezählt (Abb. 8B). 
 
5.3.8  Proteinbiochemische Analysen 
 
5.3.8.1  Immunhistochemie 
 
Die in Paraffinwachs gebetteten Gewebeschnitte wurden im Xylolbad entparaffiniert 
und in einer absteigenden Alkoholreihe (100–70% Ethanol) bewässert. Anschließend wurde 
eine immunhistochemische Färbung gegen Häm-Oxygenase-1 (HO-1, Abb. 9A) durchge-
führt. Dabei wurde als Primärantikörper ein rabbit-anti-rat-HO-1-Antikörper (Stressgen Bio-
technol Corp, Hamburg, Deutschland) in einer Verdünnung von 1:100 verwendet. Als Se-
kundärantikörper diente ein goat-anti-rabbit-Antikörper (Amersham, Freiburg, Deutschland; 
1:100). Zur immunhistochemischen Darstellung von TLR4 (Abb. 9B) und ED2 (Abb. 9C) 
wurden aus den nach Versuchsende asservierten und mit Gewebemedium eingefrorenen 
Gewebeproben 5µm dicke Gefrierschnitte hergestellt und direkt nach dem Schneiden bei 
4°C in Aceton fixiert. Nach Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte zu-
erst mit den Primärantikörpern (TLR4: goat-anti-rat-TLR4 (SantaCruz, Heidelberg, Deutsch-
land; 1:50), ED2: mouse-anti-rat-ED2 (Biotrend Chemikalien GmbH, Köln Deutschland; 
1:100)), und dann mit dem entsprechenden Peroxidase-markierten Sekundärantikörper (rab-
bit-anti-goat bzw. goat-anti-mouse (1:100)) inkubiert. Alle Schnitte wurden anschließend mit 
aktiviertem Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid inkubiert. Nach Färbung mit Hämalaun nach 
Meyer wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70-100% Ethanol) entwäs-
sert, mit Xylol entparaffiniert und eingedeckt. 
 
Mit einem Olympus BX60 Lichtmikroskop wurden zu jedem Untersuchungszeitpunkt 
jeweils 2 Schnitte von zufällig ausgewählten Kontroll-Tieren und jeweils 3 Schnitte von CpG-
ODN-vorbehandelten Tieren analysiert. Dabei wurden 25 Gesichtsfelder bei einer 400-
fachen Vergrößerung analysiert. Es wurden alle HO-1-, sowie alle ED2-positiven Zellen in 
jedem Gesichtsfeld gezählt. Die TLR4-gefärbten Schnitte wurden mit Hilfe eines Scores se-
miquantitativ hinsichtlich der Stärke der TLR4-Expression bewertet (0: keine Expressoin, 1: 















Abb. 9A: HO-1-Immunhistochemie einer Kontroll-Leber 6 Tage nach Kontroll ODN und 6h nach LPS-Injektion. 
Man beachte die Expression von HO-1 in Kupffer- und Endothelzellen (Pfeil). Vergrößerung x400. B: TLR4-
Immunhistochemie einer Kontroll-Leber 6 Tage nach Kontroll ODN und 6h nach LPS-Injektion. Man beachte die 
TLR4-Expression in Hepatozyten und Kupffer-Zellen (Pfeil). Vergrößerung x400. C: ED2-Immunhistochmie einer 
Kontroll-Leber 6 Tage nach Kontroll ODN und 6h nach LPS-Injektion. Man beachte die Expression von ED2 auf 
Kupffer-Zellen (Pfeile). Vergrößerung x400.  
 
5.3.8.2 Western Blot 
 
Von den kryokonservierten Leberproben wurden 100 bis 200mg Gewebe mit einem 
Low Salt-Lysepuffer, bestehend aus 10mM TRIS, pH 7.5, 10mM NaCl, 0.1mM EDTA, 0.5% 
Triton X 100, 0.02% NaN3, unter Zusatz eines Proteinaseinhibitor-Cocktails (1:50; Sigma) 
und PSMF (1:100; Roth) mit Hilfe eines Ultra Turrax T25 (IKA Labortechnik) homogenisiert. 
Das Homogenisat wurde anschließend für 30min auf Eis inkubiert und dann 30min bei 4°C 
mit 16.000g zentrifugiert (Biofuge fresco, Kendro, Hanau, Deutschland) und der Überstand 
als Gesamtzell-Extrakt abpipettiert. Die so gewonnenen Aliquots wurden auf Eis gelagert und 
sofort zur Proteinbestimmung verwendet. Die Konzentration der Proteinextrakte wurde 
spektrophotometrisch mit der Methode nach Lowry bestimmt und durch Verdünnen mit des-
tilliertem Wasser auf den gleichen Proteingehalt eingestellt. Die eingestellten Extrakte wur-
den nach Zusatz von 2x ’Sample buffer’ nach Lämmli (Sigma) 5min im kochenden Wasser-
bad denaturiert, und anschließend in einer Konzentration von 60µg/Bande in die Geltaschen 
transferiert. 
 
Die Proteine wurden in einem diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel (Sammelgel 
5%, Trenngel 10%) elektrophoretisch bei einer konstanten Spannung von 100V im Sammel-
gel (15min) und von 140V im Trenngel (1h) nach ihrem Molekulargewicht getrennt. Als Mole-
kulargewichts-Standard diente der Rainbow high range Marker (Amersham). Nach Beendi-
gung der Elektrophorese wurden die Gele in einem Transferpuffer-Bad für das anschließen-
de Membran-Blotting equilibriert. Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden anschließend 
während einer Dauer von 2 Stunden in einer Mini-Trans-Blot-Kammer (BioRad) bei einer 
angelegten Spannung von 50V auf eine PVDF-Membran (Porengröße 0.2µm, BioRad) trans-
feriert.  
Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die Membranen mit einer 5%-igen 
B CA
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Lösung aus Milchpulver (Blotting Grade Blocker non-fat dry Milk, BioRad) in TBS-T für 30min 
inkubiert. Nach Waschen mit TBS-T wurden die Primär-Antikörper für 120min bei Raumtem-
peratur inkubiert (Tabelle 4).  
 
Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T erfolgte die Inkubation der Membranen mit dem 
entsprechenden POD-markierten Sekundärantikörper (Tabelle 4) für 90min. Im Anschluss 
wurden die Membranen fünfmal mit TBS-T gewaschen und nachfolgend der Chemilumines-
zenz-Methode (ECL, Amersham) unterzogen. Dazu wurden die Membranen nach einminüti-
ger Inkubation mit dem ECL-Reagenz in Autoklavierfolie verpackt und zur Exposition eines 
Röntgenfilms (Hyperfilm ECL, Amersham pharamcia biotech) in einer Röntgenkassette posi-
tioniert. Die Signale der belichteten Filme wurden anschließend in Entwicklungs- und Fixier-
bädern (Zahnfilm, Adefo GmbH, Nürnberg, Deutschland) visualisiert und konserviert. 
 
Zur Kontrolle der Protein-Beladung und des -Transfers wurde ein monoklonaler β-
Aktin-Antikörper als interner Standard eingesetzt. In sämtlichen Western Blot-Analysen wur-
de die densitometrisch ermittelte Dichte rechnerisch auf gleiche β-Aktin-Konzentrationen 
korrigiert. Die Analyse der Röntgenfilme erfolgte mit einem Gel-Dokumentationssystem (Gel 




Ursprung Verdünnung Bezugsquelle Sekundär-Antikörper Verdünnung Bezugsquelle 
β-Aktin mouse 1:5000 Sigma sheep-anti-mouse 1:5000 Amersham 
TLR4 goat 1:200 Santa Cruz rabbit-anti-goat 1:2000 R&D 
TRAF6 rabbit 1:200 Santa Cruz donkey-anti-rabbit 1:5000 Amersham 
NFκB mouse 1:250 Chemicon sheep-anti-mouse 1:5000 Amersham 
Caspase 3 rabbit 1:800 Cell Signaling donkey-anti-rabbit 1:5000 Amersham 
iNOS rabbit 1:500 Bio Mol donkey-anti-rabbit 1:5000 Amersham 
HO-1 rabbit 1:250 Stresgen donkey-anti-rabbit 1:5000 Amersham 
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5.4 experimentelles Protokoll 
 
Ziel der Untersuchung war es zu klären, inwieweit die durch LPS induzierte Schädi-
gung der hepatischen Mikrozirkulation durch Präkonditionierung mit CpG-ODN vermindert 
werden kann. 
 
Hierzu erfolgten bei 28 Tieren 6 Tage nach Vorbehandlung mit einer biologisch inerten 
DNA-Sequenz ohne CpG-Motiv (Kontroll-Gruppe) und bei 25 Tieren 6 Tage nach Vorbe-
handlung mit einer CpG-Motiv-haltigen DNA-Sequenz Anästhesie und chirurgische Präpara-
tion, wie unter 5.2.1 beschrieben. Jeweils 14 Tiere der Kontrollgruppe wurden 6 bezie-
hungsweise 16 Stunden vor der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie mit einer einmaligen 
Injektion Lipopolysaccharid in einer Dosierung von 5mg/kg KG vorbehandelt worden. Aus der 
CpG-ODN-Gruppe wurden 12 Tiere 6 Stunden und 13 Tiere 16 Stunden vor der intravitalen 
Fluoreszenzmikroskopie mit Endotoxin in gleicher Dosierung vorbehandelt. 
 
Nach der Präparation erfolgten die basale Messung des mittleren arteriellen Blutdrucks 
und der Herzfrequenz, sowie eine Blutgasanalyse und eine Blutbilduntersuchung. 
 
An die Messung der Basalwerte schloss sich eine intravitalmikroskopische Untersu-
chung der Lebermikrozirkulation an, im Rahmen derer folgende Parameter untersucht wur-
den: 
 
1) NADH-Autofluoreszenz  
2) nicht-perfundierte Sinusoide  
3) hepatozelluläre Apoptose  
4) intrahepatische Leukozytenakkumulation  
5) venöse Blutflussgeschwindigkeit 
6) Kupfferzell-Phagozytose-Aktivität 
 
Während der Mikroskopie wurden kontinuierlich die Gallesekretion gemessen und MAP 
und HF abgeleitet. Nach Beendigung der Mikroskopie erfolgte eine zweite Messung von 
Blutgasen, Differentialblutbild, sowie eine abschließende Messung von MAP und HF. Zur 
Bestimmung leberspezifischer Enzyme wurde Vollblut in EDTA-beschichtete Röhrchen ab-
genommen, die Leber wurde zur Bestimmung des Feuchtgewichts entnommen, gewogen 
und anschließend für histologische und proteinbiochemische Untersuchungen asserviert. 
 
 





Die während der primären Datenerfassung erhobenen Daten wurden bei der Auswer-
tung der Videobänder, der histologischen Schnitte und proteinbiochemischen Untersuchun-
gen zur elektronischen Datenverarbeitung direkt in ein Tabellenkalkulationsprogramm 
(Microsoft Excel) eingegeben.  
 
Die so erhobenen Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software SigmaPlot 
(Jandel Corp., San Rafael, CA, USA) in Säulendiagrammen als absolute oder prozentuale 
Mittelwerte mit Standardfehler des Mittelwertes (MW ± SEM) dargestellt.  
 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte nach Prüfung der Daten auf Normal-
verteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und Gleichheit der Varianzen (Levene-Test) unter 
Verwendung der SigmaStat® Statistical Software, Version 2.03 (Jandel Scientific, San Rafa-
el, CA, USA).  
 
Zum Vergleich zwischen Kontroll- und CpG-ODN-Gruppe wurde ein Student’s t-Test 
für unverbundene Stichproben durchgeführt. Falls die Voraussetzungen für diesen nicht ge-
geben waren, wurde ein Rangsummen-Test für unverbundene Stichproben (Mann Whitney-
Test) durchgeführt.  
 
Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05 wurden Unterschiede in den Ergebnis-
sen als signifikant angenommen. Beim Auftreten signifikanter Unterschiede wurde keine wei-

















6.1 Makro- und Mikrozirkulation der Leber 
 
6.1.1 systemische Parameter 
 
6.1.1.1 Blutdruck und Herzfrequenz 
 
Der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) war 6 Stunden nach Endotoxin-Injektion bei 
Kontroll-Tieren höher als bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren. Im Gegensatz dazu war er 
nach 16-Stunden Endotoxinämie bei Kontrolltieren im Vergleich zu den Tieren der CpG-
ODN-Gruppe deutlich reduziert (Tabelle 5). Die Herzfrequenz (HF) war nach 6- wie nach 16-
stündiger Endotoxinämie bei Tieren der Kontroll-Gruppe im Vergleich zu CpG-ODN-
vorbehandelten Tieren nicht veändert (Tabelle 5). 
 
6.1.1.2  Hämatokrit und pH-Wert  
 
Die Untersuchung des Hämatokrit-Wertes zu Beginn der Versuche ergab nach 6-
stündiger Endotoxinämie einen etwas geringeren Hämatokrit-Wert bei Tieren der CpG-ODN-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Tabelle 5). Nach 16 Stunden Endotoxinämie boten 
CpG-ODN-vorbehandelte Tiere einen jedoch deutlich höheren Hämatokrit-Wert als Tiere der 
Kontrollgruppe. Diese Verhältnisse blieben während der Versuchsdauer konstant, und konn-
ten durch die Messung zu Versuchsende bestätigt werden. 
 
Der pH-Wert war nach 6-stündiger Endotoxinämie bei Kontrolltieren im Vergleich zu 
CpG-ODN-behandelten Tieren nicht-signifikant erhöht. Im Gegensatz dazu war nach 16 
Stunden Endotoxinämie der pH-Wert im arteriellen Blut von Kontrolltieren nicht-signifikant 
niedriger als bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe (Tabelle 5). 
 
6.1.1.3  Blutgasanalyse 
 
Nach 6-stündiger Endotoxinämie zeigten die Tiere der CpG-ODN-Gruppe im Vergleich 




(Tabelle 5). Nach 16-stündiger Endotoxinämie wiesen die Tiere eine insgesamt verbesserte 
Oxygenierung als nach 6 Stunden auf, wobei die CpG-ODN-vorbehandelten Tiere wiederum 
einen höheren Sauerstoffpartialdruck zeigten als die Kontrolltiere. Der arterielle CO2-
Partialdruck (pCO2) lag bei den Tieren aller vier Versuchsgruppen im Mittel zwischen 42 und 
44mmHg, wobei CpG-ODN-vorbehandelte Tiere zu beiden Untersuchungszeitpunkten im 
Vergleich zu den Kontrolltieren etwas höhere pCO2-Werte aufwiesen (Tabelle 5). 
 
 6h LPS  16h LPS 
 Kontrolle CpG-ODN p  Kontrolle CpG-ODN p 
MAP [mmHg] 104±4 96±6 0.251  93±8 108±4 0.134 
HF [min-1] 351±18 348±12 0.886  334±22 329±23 0.881 
Hämatokrit [%] 36±1 33±2 0.979  35±1 39±2 0.079 
pH-Wert 7.35±0.02 7.34±0.02 0.627  7.30±0.03 7.31±0.03 0.797 
pO2 [mmHg] 107±3 109±7 0.848  115±4 119±7 0.574 
pCO2 [mmHg] 42±2 44±3 0.486  43±3 44±5 0.857 
 
Tabelle 5: Systemische Parameter im Vergleich zwischen Kontroll- und CpG-ODN-vorbehandelten Tieren jeweils 
6 oder 16 Stunden nach intraperitonealer LPS-Injektion. MW ± SEM. 
 
6.1.1.4  Differentialblutbild 
 
Die Analyse der Anzahl peripherer Leukozyten zeigte, dass nach 6-stündiger Endoto-
xinämie bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe weniger Leukozyten im peripheren Blut zirkulierten 
als bei Tieren der Kontrollgruppe (Abb. 10A). Im Gegensatz dazu zeigten CpG-ODN-
vorbehandelte Tiere nach 16 Stunden Endotoxinämie gegenüber Kontrolltieren eine leicht 
erhöhte Anzahl peripherer Leukozyten. Insgesamt zeigten Tiere der Kontrollgruppe nach 16-
stündiger Endotoxinämie im Vergleich zum Zeitpunkt 6h eine deutliche Abnahme der peri-
pheren Leukozytenzahlen, während die Leukozytenzahlen bei Tieren der CpG-ODN-
Gruppen nahezu unverändert waren (Abb. 10A). 
 
Die Auswertung des Differentialblutbildes ergab nach 6- wie nach 16-stündiger Endo-
toxinämie einen leichten Rückgang des prozentualen Anteils der Monozyten und Granulozy-
ten bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollgruppen. 
Hingegen führte eine Vorbehandlung mit CpG-ODN nach 6- wie nach 16-stündiger Endoto-













































































































































































































Abb. 10: periphere Leukozytenzahl (A) und Differentialblutbild (B) nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie 
in CpG-ODN-präkonditionierten (weiße Säulen, n=12) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=14). MW ± SEM. 
 
 
6.1.2  intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
 
6.1.2.1 mikrozirkulatorisches Perfusionsversagen und Gewebeoxygenierung  
 
Nach Injektion des Fluoreszenzfarbstoffes Natrium-Fluoreszein konnte mit Hilfe der 











Abb. 11: sinusoidales Perfusionsversagen (A) und parenchymatöse NADH-Autofluoreszenz (B) nach 6h bezie-
hungsweise 16h Endotoxinämie in CpG-ODN-präkonditionierten (weiße Säulen, n=12) und Kontrolltieren 
(schwarze Säulen, n=14). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. 
 
Die Vorbehandlung mit CpG-ODN führte 6 wie 16 Stunden nach LPS-Injektion zu einer 
signifikanten Reduktion der sinusoidalen Perfusionsausfälle. Bereits nach 6-stündiger Endo-
toxinämie konnten, ausgehend von 23.7±2.3% bei Tieren der Kontrollgruppe, bei Tieren der 
CpG-ODN-Gruppe lediglich 15.1±2.1% nicht-perfundierte Sinusoide beobachtet werden. 
Nach 16-stündiger Endotoxinämie war die nutritive Perfusion bei Tieren der CpG-ODN-



























































































Auf der Grundlage, dass die zelluläre Sauerstoffversorgung als Resultante der nutriti-
ven Perfusion negativ mit dem zellulären NADH-Gehalt korreliert, wurde die parenchymatöse 
NADH-Autofluoreszenz zu Beginn der intravitalmikroskopischen Aufnahmen noch vor Injekti-
on der Fluoreszenzfarbstoffe im UV-Filter untersucht. In unserem Modell war bereits nach 6-
stündiger Endotoxinämie eine deutliche Reduktion der NADH-Autofluoreszenz bei Tieren der 
CpG-ODN-Gruppe zu verzeichnen. Nach 16 Stunden war diese Reduktion in der CpG-ODN-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe noch deutlicher ausgeprägt (Abb. 11B).  
 
6.1.2.2  intrahepatische Leukozytenretention 
 
Mittels i.v.-Applikation von Rhodamin 6G zur in vivo-Färbung von Leukozyten wurde 
die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion in hepatischen Sinusoiden untersucht. Gezählt wur-
den alle diejenigen Leukozyten, die sich während eines Beobachtungszeitraumes von 20s 
nicht bewegten; solche wurden als fest adhärent definiert. Bereits nach 6-stündiger Endoto-
xinämie war bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifi-
kante Reduktion der Leukozyten-Stase in Sinusoiden zu beobachten. Diese signifikante 
Verminderung konnte auch 16 Stunden nach Endotoxin-Injektion in der CpG-ODN-Gruppe 
festgestellt werden (Abb. 12A). Die zonale Untersuchung der Leukozyten-Stase zeigte nach 
CpG-ODN-Präkonditionierung in allen Zonen 6 wie 16 Stunden nach Endotoxin-Injektion 











Abb. 12: sinusoidale Leukozyten-Stase (A) und deren zonale Verteilung (B) nach 6h beziehungsweise 16h Endo-
toxinämie in CpG-ODN-präkonditionierten (weiße Säulen, n=12) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=14). MW 
± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. 
 
Die Analyse der Leukozytenadhärenz in post-sinusoidalen Venulen zeigte bereits nach 
6-stündiger Endotoxinämie bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe eine signifikante Reduktion im 
Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese signifikante Reduktion fand sich auch nach 16-stündiger 
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vorbehandelten Gruppen zeigte sich nach 16-stündiger Endotoxinämie im Vergleich zur 6-











Abb. 13: Leukozytenadhäsion in post-sinusoidalen Venulen nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie in 
CpG-ODN-präkonditionierten (weiße Säulen, n=12) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=14). MW ± SEM, * 
p<0.05 vs. Kontrolle. 
 
6.1.2.3  hepatozelluläre Apoptose 
 
Die intravitalmikroskopische Untersuchung der hepatozellulären Apoptose zeigte be-
reits 6 Stunden nach LPS-Injektion ein leicht vermindertes Auftreten apoptotischer Hepatozy-
ten bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach 16-stündiger 
Endotoxinämie manifestierte sich die protektive Wirkung der CpG-ODN-Vorbehandlung in 
einer Verhinderung des drastischen Anstiegs der Anzahl apoptotischer Hepatozyten, der in 











Abb. 14: hepatozelluläre Apoptose (A) und deren zonale Verteilung (B) nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxi-
nämie in CpG-ODN-präkonditionierten (weiße Säulen, n=12) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=14). MW ± 
SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. 
 
Die Analyse der zonalen Verteilung apoptotischer Hepatozyten zeigte in der Kontroll-
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von 6 nach 16 Stunden. Dieser Anstieg war in CpG-ODN-präkonditionierten Tieren nicht zu 
beobachten, so dass sich nach 16-stündiger Endotoxinämie in allen drei Zonen in der CpG-
ODN-Gruppe eine signifikant reduzierte Anzahl apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kon-
trollgruppe fand (Abb. 14B). 
 
6.1.2.4  Kupffer-Zell-Phagozytose-Aktivität 
 
Zur Untersuchung der Phagozytoseaktivität der leberständigen Makrophagen (Kupffer-
Zellen) wurden zu Versuchsende bei laufender Videoaufzeichnung Fluroreszein-markierte 
Latexpartikel (Latex-beads) intraarteriell injiziert und über einen Zeitraum von 5 Minuten ver-
folgt. Die zeitliche Kinetik der Aufnahme der Latex-beads in die Kupffer-Zellen diente zur 
Beurteilung der Phagozytose-Aktivität der Kupffer-Zellen.  
 
Die Auswertung der intravitalmikroskopischen Aufnahmen ergab keine Unterschiede 
der Phagozytose-Aktivität der Kupffer-Zellen. Sowohl 6h als auch 16h nach LPS-Injektion. 
konnten keine signifikanten Unterschiede in der Abnahme der frei zirkulierenden Latex-












Abb. 15: Kupffer-Zell-Phagozytose-Aktivität nach 6-stündiger (A) und 16-stündiger Endotoxinämie (B) in CpG-
ODN-präkonditionierten (weiße Kreise, n=4) und Kontrolltieren (schwarze Kreise, n=4). MW ± SEM. 
 
6.1.2.5 Effekte von fCpG-ODN auf die Mikrozirkulation nicht-endotoxämisch-
er Lebern 
 
Zur Untersuchung der Effekte von CpG-ODN auf die Lebermikrozirkulation gesunder 
Tiere, wurden Fluoreszein-markierte CpG-ODN (fCpG-ODN) intraperitoneal injiziert und am 
Tag 1 oder Tag 6 die Leber mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie untersucht.  
An Tag 1 präsentierten sich die Lebern mit einer deutlichen Störung der Mikrozirkulati-
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*
tensequestration und hepatozellulärer Apoptose einherging. Diese Veränderungen waren 
jedoch vollständig reversibel, und konnten am Tag 6 nach fCpG-ODN-Injektion nicht mehr 
nachgewiesen werden. Ebenso erholte sich die an Tag 1 gemessene Störung der Gallesek-
retionsleistung. 
 
 Tag 1 Tag 6 p 
NADH-Autofluoreszenz [aE] 133±15 82±7 * 0.019 
sinusoidales Perfusionsversagen [%] 39.4±4.4 0.3±0.3 * <0.001 
sinusoidale Leukostase [n/Lobulus] 40±7 5±1 * 0.002 
hepatozelluläre Apoptose [n/Lobulus] 2.5±0.2 0.4±0.4 * 0.007 
venuläre Leukozytenadhärenz [n/mm²] 224±39 13±10 * 0.002 
Gallesekretion [µl/g x min] 0.78±0.10 1.37±0.10 * 0.010 
 
Tabelle 6: Mikrozirkulation, Leberfunktion und hepatozelluläre Apoptose an Tag 1 und 6 nach fCpG-ODN-
Behandlung nicht-endotoxämischer Versuchstiere. MW ± SEM, * p<0.05 vs. Tag 1. 
 
 
6.2  Organfunktion und -integrität 
 











Abb. 16: gesamthepatische Gallesekretion nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie in CpG-ODN-
präkonditionierten (weiße Säulen, n=12) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=14). MW ± SEM, * p<0.05 vs. 
Kontrolle. 
 
Die Analyse der gesamthepatischen Gallesekretion zeigte nach 6-stündiger Endotoxinämie 
bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren eine leicht vermehrte Gallensekretion im Vergleich zur 
Kontrollgruppe. 16 Stunden nach Endotoxin-Injektion zeigten CpG-ODN-vorbehandelte Tiere 




6.2.2 Plasma-Aktivität der Leberenzyme 
 
Zur Durchführung der laborchemischen Untersuchung des Plasmas auf die Aktivitäten 
der Transaminasen (AST, ALT), der Glutamatdehydrogenase (GLDH) sowie der Cholineste-
rase (ChE) wurden die nach Versuchsende asservierten Plasmaproben aufgetaut und die 
Plasma-Aktivitäten spektrophotometrisch bestimmt (Tabelle 7). 
 
 6h LPS  16h LPS 
 Kontrolle CpG-ODN p  Kontrolle CpG-ODN p 
AST [U/l] 263±62 353±62 0.325  254±60 219±57 0.683 
ALT [U/l] 100±37 122±29 0.328  153±56 88±41 0.391 
GLDH [U/l] 134±84 94±36 1.000  81±24 32±16 * 0.037 
ChE [U/l] 189±48 156±15 0.526  236±45 126±19 0.060 
 
Tabelle 7: Plasma-Enzymaktivitäten nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie in CpG-ODN-
präkonditionierten (n=12) und Kontrolltieren (n=14). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. 
 
Die Analyse der Plasma-Aktivitäten zeigte nach 6-stündiger Endotoxinämie bei Tieren 
der CpG-ODN-Gruppe höhere Aktivitäten der Transaminasen im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe, während die GLDH- und ChE-Aktivität im Vergleich zur Kontrollgruppe niedriger waren. 
Nach 16-stündiger Endotoxinämie fand sich bei den Tieren der CpG-ODN-Gruppe bei allen 
untersuchten Enzymen eine Reduktion der Plasma-Aktivität. 
 
 




Die histologische Analyse der hepatozellulären Apoptose zeigte bereits 6 Stunden 
nach LPS-Injektion in den Lebern von CpG-vorbehandelten Tieren eine deutliche Reduktion 
apoptotischer Hepatozyten verglichen mit Kontroll-Tieren. Nach 16-stündiger Endotoxinämie 
fand sich bei Tieren der Kontroll-Gruppe ein leichter Anstieg der Anzahl apoptotischer Hepa-
tozyten. Die Lebern der CpG-ODN-Gruppe wiesen zu diesem Zeitpunkt eine signifikant re-



































































































































































Abb. 17: hepatozelluläre Apoptose nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-
präkonditionierten (weiße Säulen, n=8) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=7). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kon-




Die Untersuchung der sinusoidalen Leukozytenakkumulation zeigte bereits 6 Stunden 
nach LPS-Injektion in den Sinusoiden CpG-ODN-vorbehandelter Tiere signifikant weniger 
stagnierende Leukozyten als in Kontroll-Lebern. Nach 16-stündiger Endotoxinämie war e-
benfalls in CpG-ODN-vorbehandelten Tieren eine signifikante Reduktion der leukozytären 











Abb. 18: sinusoidale Leukostase nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-
präkonditionierten (weiße Säulen, n=8) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=7). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kon-
trolle. (B) repräsentative Beispiele CAE-gefärbter Leber-Histologien. Vergrößerung x200. 
 
Die Analyse der Leukozyten-Extravasation aus post-sinusoidalen Venulen in das um-
liegende Gewebe zeigte bereits 6 Stunden nach LPS-Injektion bei CpG-ODN-
vorbehandelten Tieren eine signifikante Reduktion extravasierter Leukozyten im Vergleich zu 
Kontrolltieren. Diese Reduktion war auch nach 16-stündiger Endotoxinämie bei CpG-ODN-






































































































































































Abb. 19: venuläre Leukozytenextravasation nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-
präkonditionierten (weiße Säulen, n=8) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=7). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kon-


















Abb. 20: HO-1-Expression nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-präkonditionierten 
(weiße Säulen, n=3) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=2). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. (B) repräsen-
tative Beispiele von HO-1-Immunhistochemien. Vergrößerung x200. 
 
Nach 6-stündiger Endotoxinämie zeigte die Auswertung von HO-1-gefärbten Immun-
histochemien bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren eine deutlich verminderte Anzahl HO-1-
positiver Zellen pro Gesichtfeld im Vergleich zur Kontrollgruppe. 16 Stunden nach Endotoxi-
ninjektion fand sich eine statistisch signifikant geringere Anzahl HO-1-positiver Hepatozyten 














































































































6.4.1.2  ED2 
 
Nach 6- wie nach 16-stündiger Endotoxinämie konnten keine signifikanten Unterschie-
de in der Anzahl ED2-positiver Zellen zwischen Tieren der CpG-ODN- und der Kontroll-
Gruppe festgestellt werden (Abb. 21). 16 Stunden nach Endotoxininjektion zeigte sich eine 
deutliche Abnahme der Anzahl der Kupffer-Zellen im Vergleich zum Zeitpunkt 6 Stunden 
nach LPS-Injektion. Diese in beiden Versuchsgruppen zu verzeichnende Reduktion war je-











Abb. 21: ED2-Expression nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-präkonditionierten 
(weiße Säulen, n=3) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=2). MW ± SEM. (B) repräsentative Beispiele von 













Abb. 22: TLR4-Expression nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-präkonditionierten 
(weiße Säulen, n=3) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=2). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. (B) repräsen-
tative Beispiele von TLR4-Immunhistochemien. Vergrößerung x200. 
 
Die Auswertung der TLR4-Immunhistochemien zeigte nach 6-stündiger Endotoxinämie 
nur eine leicht vermehrte TLR4-Expression bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe im Vergleich 
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Kontrollgruppe eine deutliche Reduktion der TLR4-Expression im Vergleich zum Zeitpunkt 
6h, während bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe ein deutlicher Anstieg im Vergleich zu Tieren 
der 6h-Gruppe zu beobachten war. Verglichen mit Kontrolltieren war die TLR4-Expression in 
Tieren der CpG-ODN-Gruppe 16h nach LPS-Injektion signifikant höher. 
 




Nach der Untersuchung der TLR4-Expression durch die Immunhistologie, wurde mit 











Abb. 23: TLR4-Expression nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-präkonditionierten 
(weiße Säulen, n=4) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=4). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. (B) repräsen-
tatives Beispiel eines TLR4-Western Blots  
 
Übereinstimmend mit den Ergebnissen der Immunhistologie zeigte die proteinbioche-
mische Untersuchung ebenfalls einen Anstieg der TLR4-Expression nach 6-stündiger Endo-
toxinämie. Nach 16-stündiger Endotoxinämie war der signifikante Anstieg bei Tieren der 





Die Analyse der Proteinexpression von TRAF6, welcher an der Signaltransduktion so-
wohl von TLR4 und TLR9 beteiligt ist, ergab bereits 6 Stunden nach LPS-Injektion bei Tieren 
der CpG-ODN-Gruppe eine reduzierte Expression von TRAF6 im Vergleich zu Tieren der 
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troll-Gruppe noch deutlicher ausgeprägt, auch wenn die statistische Analyse lediglich einen 











Abb. 24: TRAF6-Expression nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-präkonditionierten 
(weiße Säulen, n=4) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=4). MW ± SEM. (B) repräsentatives Beispiel eines 
TRAF6-Western Blots  
 











Abb. 25: Expression der NFκB-Untereinheiten p65 und p50 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-
präkonditionierten (weiße Säulen, n=4) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=4). MW ± SEM. (B) repräsentati-
ves Beispiel eines NFκB-Western Blots  
 
Die proteinbiochemische Analyse der NFκB-Expression zeigte bei Tieren der CpG-
ODN-Gruppe nach 16-stündiger Endotoxinämie eine deutliche Abnahme der beiden Unter-
einheiten p65 und p50 des Transkriptionsfaktors im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 
25A,B).  
 
6.4.2.4  cleaved Caspase 3 
 
Die Analyse der Proteinexpression der cleaved Caspase 3 als Effektorenzym des a-
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ODN-Gruppe eine reduzierte Expression von cleaved Caspase 3 im Vergleich zu Tieren der 
Kontrollgruppe (Abb. 26A,B). Nach 16 Stunden waren die Proteinexpressionen beider Grup-
pen nahezu verdoppelt, der Unterschied zwischen CpG-ODN- und Kontroll-Gruppe war noch 










Abb. 26: cleaved Caspase 3-Expression nach 6h beziehungsweise 16h Endotoxinämie (A) in CpG-ODN-
präkonditionierten (weiße Säulen, n=4) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=4). MW ± SEM. (B) repräsentati-
ves Beispiel eines cleaved Caspase 3-Western Blots  
 
6.4.2.5 iNOS, HO-1 
 
Zur Untersuchung der Stressantwort wurde exemplarisch nach 16-stündiger Endotoxi-
nämie die Expression der induzierbaren Isoform der Stickoxidsynthase (iNOS) sowie des 
induzierbaren Isoenzyms der Häm-Oxygenase (HO)-1 mit Hilfe einer Western Blot-Analyse 
untersucht (Abb. 27). 
Die iNOS-Expression war bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren im Vergleich zur Kon-
trollgruppe leicht vermehrt, allerdings nicht statistisch signifikant. Die Auswertung der HO-1-
Expression ergab bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe eine signifikant geringere Proteinexpres-










Abb. 27: iNOS- und HO-1-Expression nach 16h Endotoxinämie in CpG-ODN-präkonditionierten (weiße Säulen, 
n=4) und Kontrolltieren (schwarze Säulen, n=4). MW ± SEM, * p<0.05 vs. Kontrolle. (B) repräsentative Beispiele 





6.5 Zusammenfassung der Ergebnisse 
 
Im Rahmen der vorliegenden experimentellen in vivo-Studie wurde mittels intravitaler 
Fluoreszenzmikroskopie der Rattenleber der Einfluss einer CpG-ODN-Vorbehandlung auf 
eine 6 Tage später erfolgende Endotoxin-Injektion und die daraus resultierenden Mikrozirku-
lationsstörungen und Parenchymveränderungen der Leber mit folgenden Ergebnissen unter-
sucht: 
 
1) Eine Präkonditionierung mit synthetischen CpG-Oligodeoxynukleotiden führt zu einer 
Reduktion der LPS-induzierten nutritiven Perfusionsstörung und parenchymatösen 
Gewebehypoxie der Leber. 
 
2) CpG-ODN-Präkonditionierung führt zu einem Rückgang des Endotoxin-induzierten 
parenchymatösen Schadens, einer Verbesserung der zellulären Integrität und einer 
gesteigerten hepatozellulären Sekretionsfunktion. 
 
3) CpG-ODN-Vorbehandlung bewirkt eine Reduktion der leukozytären Akkumulation in 
der Leber als Ausdruck einer verminderten inflammatorischen Reaktion auf die Endo-
toxinapplikation. 
 
4) Die CpG-ODN-induzierte Toleranz gegen den Endotoxin-vermittelten Leberschaden 
wird vermittelt über einen Verbrauch an Schlüsselenzymen der TLR4-Signalkaskaden 
(TRAF6, NFκB) trotz kompensatorischer Überexpression von TLR4. 
 
5) CpG-ODN-Präkonditionierung führt zu einer verminderten Stressantwort im Sinne einer 
reduzierten HO-1-Expression bei gleichzeitiger Induktion der iNOS zur Aufrechterhal-















7.1  Diskussion von Material und Methoden 
 
7.1.1 Diskussion des Modells 
 
In der vorliegenden Studie wurde eine Untersuchung der mikrohämodynamischen, zel-
lulären und molekularen Beeinträchtigung der Leber während Endotoxinämie untersucht und 
die Effektivität einer Präkonditionierung mit immunmodulierenden CpG-ODN evaluiert. 
 
Zum Studium der Pathogenese der Schädigung der Leber oder einzelner Zellpopulati-
onen der Leber durch Endotoxin stehen verschiedene Modelle zur Verfügung. Dabei muss 
das Modell problembezogen gewählt werden [WORTHA et al., 1992], das heißt die der Studie 
zugrunde liegende Fragestellung muss in die Wahl des Modells mit einfließen. An isolierten 
und kultivierten Zellen können direkte Auswirkungen von Endotoxin auf die jeweilige Popula-
tion, sowie die Pathomechanismen der Endotoxin-bedingten Zellschädigung direkt beobach-
tet werden [MAVIER et al., 1988]. In isoliert perfundierten Organen zeigen sich die Auswir-
kungen von Endotoxin auf das gesamte Organ, unter Einbeziehung verschiedener Zellpopu-
lationen innerhalb des Organs [NOLAN et al., 1965]. Der Nachteil dieser in vitro beziehungs-
weise ex vivo-Methoden besteht darin, dass einzelne Zellpopulationen oder Organe isoliert 
betrachtet werden, und komplexe Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellpopulatio-
nen innerhalb eines Organs beziehungsweise zwischen verschiedenen Organen, sowie sys-
temische Veränderungen im Rahmen der Endotoxinämie nicht mit berücksichtigt werden 
können [MCCUSKEY, 1986]. Dem gegenüber bietet die Untersuchung am intakten Organis-
mus [VOLLMAR et al., 1993] den Vorteil, dass die Endotoxin-bedingte Schädigung der Leber 
vor dem Hintergrund der Wirkung des Endotoxins auf den gesamten Organismus sowie der 
Einflüsse anderer Organsysteme auf die Leber untersucht werden kann. Das auch in dieser 
vorliegenden Studie gewählte in vivo-Modell erlaubt zudem die Betrachtung des Endotoxin-
vermittelten Leberschadens vor dem Hintergrund interferierender lokaler und systemischer 
Effekte, sowie positiver und negativer Rückkopplungsmechanismen in der Regulation und 





Der Nachteil der intravitalmikroskopischen Analyse der Lebermikrozirkulation besteht in 
der chirurgischen Manipulation des Versuchstiers, die eine Narkose des Tieres unvermeid-
bar macht. Das in diesen Versuchen verwendete Anästhetikum Pentobarbital wird nach 
intraperitonealer Applikation und nachfolgender Resorption über die Leber metabolisiert. 
Trotz der bekannten Induktion leberspezifischer Enzyme und seiner Einflüsse auf das kardi-
ovaskuläre und respiratorische System, wurde Pentobarbital als Narkotikum verwendet, da 
es neben einer schnellen Narkoseeinleitung den Vorteil der Unterdrückung nozizeptiver Re-
flexe bietet, sowie trotz nur einmaliger Applikation eine lang anhaltende und tiefe Narkose 
bewirkt. Die Enzyminduktion ist bei der laborchemischen Analyse der Lebertransaminasen 
zu bedenken, wenn anhand der Serumkonzentrationen der Transaminasen auf das Ausmaß 
der Leberschädigung geschlossen wird. Ebenso gibt es Literaturhinweise, die über Einflüsse 
von Anästhetika auf die Gewebeoxygenierung berichten. An der Niere und am Herzen ist 
gezeigt worden, dass Barbiturate auf der Ebene der Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-
reduzierenden Dehydrogenase mit der mitochondrialen Atmungskette interferieren [CHANCE 
et al., 1962, RENAULT et al., 1987]. Bei der Verwendung von Pentobarbital als Anästhetikum 
ist die genaue Einhaltung der Dosis von 50mg/kg Körpergewicht essentiell, da die oben ge-
nannten unerwünschten Wirkungen in höherer Dosierung zu Blutdruckabfall, myokardialer 
Insuffizienz und Atemdepression führen [LONGNECKER et al., 1986]. 
 
Die chirurgische Präparation des Versuchstiers, insbesondere die Laparotomie sowie 
die Auslagerung des linken Leberlappens, die zur Durchführung der intravitalen Fluores-
zenzmikroskopie unumgänglich sind, führen gegebenenfalls zu einer signifikanten Verände-
rung der Leberperfusion [GELMAN, 1976; BOHRER et al., 1981; GELMAN et al., 1987]. Wäh-
rend Gelman das chirurgische Trauma als Hauptursache für eine gestörte Leberperfusion im 
Rahmen abdominaler Operationen betrachtet, konnte Kerner mit Hilfe radioaktiv markierter 
Mikrosphären am Rattenmodell zeigen, dass eine Laparotomie die Leberperfusion nicht 
nachhaltig beeinträchtigt [KERNER, 1993].  
 
Die Auslagerung des linken Leberlappens zur intravitalmikroskopischen Untersuchung 
der Mikrozirkulation erfolgte unter einer Rotation der Versuchstiere um 45° nach links entlang 
der Längsachse des in Rückenlage fixierten Tieres. Der Leberlappen wurde zur Verminde-
rung der Atemexkursionen auf ein Stativ ausgelagert und die offen liegende Fläche mit 
Kochsalzlösung superfundiert und mit einem Deckglas abgedeckt. Bei diesem Manöver be-
steht prinzipiell immer die Möglichkeit der Alteration der Leberperfusion. Aus methodologi-
schen und ethischen Gründen sind jedoch vergleichende Messungen an nicht-narkotisierten 
und nicht-laparotomierten Tieren intravitalmikroskopisch nicht durchführbar. Durch die Rota-




der Leberperfusion vermieden werden. Weiterhin wurde bei der Auslagerung der Leber auf 
das Stativ darauf geachtet, dass sich der linke Leberlappen auf Herzhöhe befand, um hydro-
statische Effekte auf die Leberperfusion auszuschließen.  
 
Die Endotoxinämie der Leber wurde durch eine einmalige intraperitoneale Injektion des 
Lipopolysaccharids von E. coli, Serotyp O128:B12 induziert. Das LPS wurde vor Applikation 
in steriler 0.9%-iger NaCl-Lösung in einer Konzentration von 2mg/ml gelöst und den Ver-
suchstieren unter Ätherkurznarkose in einer Dosis von 5mg/kg KG intraperitoneal appliziert. 
Die intravitalmikroskopische Untersuchung der Lebern erfolgte sechs [VOLLMAR et al., 2002] 
oder sechzehn Stunden [SCHÄFER et al., 2003] nach der Endotoxin-Applikation über einen 
Zeitraum von ca. einer halben Stunde. In der Literatur finden sich unterschiedliche experi-
mentelle Ansätze zur Induktion einer Sepsis. Die Ligatur und anschließende Punktion des 
Coecums (CLP) dient der Induktion einer polymikrobiellen Sepsis [CHAUDRY et al., 1979], 
ebenso wie die Colon-Ascendens-Stent-Peritonitis [WEIGHARDT et al., 2000]. Diese Modelle 
dienen der Simulation einer Peritonitis oder Sepsis, wie sie typischerweise nach abdominal-
chirurgischen Eingriffen auftreten. Das Erregerspektrum ist eine Mischflora aus Darmbakteri-
en. Dem gegenüber steht der mehr theoretische Ansatz der intravenösen oder intraperito-
nealen Injektion von LPS [VOLLMAR et al., 1995], Lipoteichonsäure (LTA) [KAJIKAWA et al., 
1998] oder Peptidoglykan [VIJTIUK et al., 1993], bei dem nur ein Bestandteil der äußeren 
Zellmembran gram-negativer oder -positiver Bakterien appliziert wird. Diese Methoden die-
nen der Induktion einer Endotoxinämie und erlauben weniger die Simulation eines klinischen 
Krankheitsbildes, sondern vielmehr der Aufklärung der Wirkung einzelner Toxine auf den 
Organismus und spezifische Reaktionen auf zellulärer und molekularer Ebene [JIRILLO et al., 
2002]. Die letzteren Modelle sind jedoch zu bervorzugen, da sie eine standardisierte Antwort 
bewirken, während die Ausprägung der Sepsis bei CLP eine große Schwankungsbreite also 
eine schlechte Standardisierbarkeit zeigt. 
 
In mehreren Studien kam es in der Anwendung der verschiedenen Modelle zur Unter-
suchung der Pathophysiologie der Sepsis und des septischen Schocks zu widersprüchlichen 
Ergebnissen [PAPPOVA et al., 1971; LUNDSGARD-HANSEN et al., 1972; POSTEL et al., 1975]. 
Diese Widersprüche warfen Zweifel an der klinischen Relevanz der Endotoxin-Injektion zum 
Studium der Pathogenese der Sepsis auf. Auch über die Art und Dauer der Applikation des 
LPS – Bolus-Injektion versus langsame Infusion – gibt es widersprüchliche Hinweise in der 
Literatur [PETRUCCO et al., 1972; POSTEL et al., 1975]. In dieser vorliegenden Studie wurde 
das Modell der intraperitonealen Bolus-Injektion von E. coli - LPS gewählt – aufgrund seiner 
Standardisierbarkeit, der einfachen Durchführung unter Ätherkurznarkose und des Ver-




Sechs Tage vor Endotoxin-Injektion wurde eine Gruppe Versuchstiere mit einer einma-
ligen intraperitonealen Injektion immunstimulierender CpG-ODN vorbehandelt. CpG-ODN 
wurden vor Applikation in steriler Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS) in einer Kon-
zentration von 2x10-5mol/l gelöst. Unter Ätherkurznarkose wurden den Versuchtieren 10nmol 
CpG-ODN (entsprechend 500µl PBS) injiziert [WEIGHARDT et al., 2000]. Der Kontrollgruppe 
wurde unter gleichen Bedingungen eine biologisch inerte Kontroll-DNA [LIPFORD et al., 1997] 
in gleicher Dosierung injiziert. In der Literatur finden sich CpG-ODN mit verschiedensten Se-
quenzen zur Stimulierung des Immunsystems. Ihnen gemeinsam ist das zentrale CpG-Motiv, 
das für die Immunstimulation verantwortlich ist. In der vorliegenden Studie wurde das in der 
Literatur als CpG-ODN Nummer 1668 bezeichnete Oligodeoxynukleotid [KRIEG et al., 1995] 
verwendet. In der Literatur tauchen unter der Bezeichnung CpG-ODN 1668 Unterschiede in 
der das CpG-Motiv flankierenden Basensequenz auf [WEIGHARDT et al., 2000; KRIEG et al., 
1995 versus SPARWASSER et al., 1998; HACKER et al., 1998]. Diese betreffen jedoch nicht 
das zentrale Hexamer, welches für die Interaktion mit TLR9 verantwortlich ist. Dennoch ist 
bekannt, dass Variationen in den das zentrale Hexamer flankierenden Sequenzen sowie die 
Anzahl und Lage der CG-Motive innerhalb des ODN, die Affinität von CpG-ODN zu TLR9 
verändern und Auswirkungen auf die Aktivierung TLR9-positiver Zellen haben [KLINMAN et 
al., 2003].  
 
7.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken 
 
Als Untersuchungstechnik wurde die intravitale Fluoreszenzmikroskopie gewählt. Im 
Gegensatz zu zahlreichen anderen Methoden, wie beispielsweise der Laser-Doppler Flow-
metrie [ARVIDSSON et al., 1988] oder der Mikrosphären-Technik [VOLLMAR et al., 1992], bietet 
die intravitale Fluoreszenzmikroskopie den Vorteil, dass sie eine direkte Untersuchung und 
Darstellung der oberflächlichen Lebermikrozirkulation ermöglicht. Mit ihrer Hilfe können die 
Durchblutung von Arteriolen, Kapillaren und Venulen visualisiert und dynamische Verände-
rungen und Ereignisse beobachtet werden [MENGER et al., 1991]. Somit ist die intravitale 
Fluoreszenzmikroskopie den oben genannten indirekten Verfahren als direkte Methode über-
legen. 
 
Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie der Leber ist eine etablierte Untersuchungsme-
thode, die bislang an vielerlei Tiermodellen, wie etwa Mäusen [RAPPAPORT, 1977], Hamstern 
und Ratten [MENGER et al., 1991], Kaninchen [MCCUSKEY, 1966], aber auch an Großtieren 





Prinzipiell steht neben der Epi-Illumination auch die Technik der Trans-Illumination zur 
Verfügung, nur ist diese Technik auf eine sehr dünne Gewebedicke angewiesen, was die 
Untersuchung der Leber trotz nur geringer Kapseldicke auf den äußersten Leberrand be-
schränkt. Diese Einschränkung limitiert aber zum einen die Anzahl der untersuchbaren Azini, 
zum anderen ist die Untersuchung des Leberrandes durch mögliche mechanische Manipula-
tionen im Rahmen der Präparation und der Auslagerung wie durch mögliche Austrocknung 
während der Mikroskopie in ihrer Aussagekraft eingeschränkt. Zudem ist die Perfusion der 
Sinusoide im Randbereich physiologischerweise deutlich eingeschränkt [EGUCHI et al., 
1991]. Dem gegenüber bietet die Technik der Epi-Illumination den Vorteil, dass die Mikro-
skopie an jeder beliebigen Stelle der Leberoberfläche durchgeführt werden kann, unabhän-
gig von der Gewebedicke. Zudem kann davon ausgegangen werden, dass die an der Leber-
oberfläche stattfindenden Prozesse denen im Organinneren gleichen [RAPPAPORT, 1958] 
 
Durch die intravenöse Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen wird die selektive Be-
trachtung und quantitative Auswertung verschiedener Parameter der Lebermikrozirkulation 
ermöglicht. Natrium-Fluoreszein dient durch Kontrast-Färbung des Mikrogefäßsystems der 
quantitativen Analyse der nutritiven sinusoidalen Perfusion. Bei jedem Versuchstier wurden 
mehrere Lobuli mikroskopiert und für die nachfolgende off-line Auswertung auf Videoband 
aufgenommen. Die Auswertung der hepatischen Mikrozirkulation erfolgte mit Hilfe standardi-
sierter Schablonen, die auf den Monitor aufgelegt wurden, und definierte Lobulus-Segmente 
markierten. Auf den Schablonen war ebenfalls die zonale Unterteilung der Lobuli nach Rap-
paport markiert [RAPPAPORT et al., 1973], was die Auswertung verschiedener Parameter in-
nerhalb der drei Zonen (periportal – midzonal - perizentral) ermöglichte. In der vorliegenden 
Studie wurde in der midzonalen Zone der relative Anteil nicht-perfundierter Sinusoide unter-
sucht. Dazu wurde bei der off-line-Auswertung midzonal eine virtuelle Linie senkrecht zur 
Blutflussrichtung gezogen. Die Anzahl perfundierter und nicht-perfundierter Sinusoide, die 
diese Linie senkrecht kreuzten, wurde ermittelt und zueinander in Relation gesetzt. Diese 
Methode der quantitativen Auswertung der Lebermikrozirkulation wurde bereits bei verschie-
denen Untersuchungen der Lebermikrozirkulation im Rahmen von Endotoxinämie [VOLLMAR 
et al., 1993, 2002], Ischämie/Reperfusion [VOLLMAR et al, 1994] und Lebertransplantation 
[POST et al., 1992] wiederholt angewandt. 
 
Resultante der nutritiven Perfusion ist die Gewebeoxygenierung, die unter anderem mit 
Hilfe der intravitalmikroskopischen Analyse der Leberoberfläche ohne vorherige Applikation 
von Fluoreszenzfarbstoffen im UV-Licht beurteilt und quantifiziert werden kann [BURKHARDT 
et al., 1998]. Dieses Verfahren macht sich die Eigenfluoreszenz des Nikotinadenin-




und unter Zerfall der Doppelbindungen seinerseits Licht emittiert. NADH akkumuliert im 
Rahmen der oxidativen Phosphorylierung bei mangelnder Sauerstoff-Versorgung der Zelle. 
Die emittierte Lichtmenge entspricht dem Gewebegehalt an NADH, welcher wiederum nega-
tiv mit der Gewebeoxygenierung korreliert. Die Autofluoreszenz kann nach Ausbleichen der 
Vitamin A-speichernden Ito-Zellen, welche unter UV-Beleuchtung ebenfalls fluoreszieren, 
densitometrisch gemessen werden und wird in arbiträren Einheiten wiedergegeben [VOLL-
MAR et al., 1997]. Auf die von Suematsu und Mitarbeitern propagierte Erholungsphase für die 
NADH-Autofluoreszenz nach Ausbleichen der Ito-Zellen kann hierbei verzichtet werden 
[SUEMATSU et al., 1993; BURKHARDT et al., 1998]. 
 
Zur Untersuchung von Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen mittels intravitaler Fluo-
reszenzmikroskopie, steht als Farbstoff zur in vivo-Färbung von Leukozyten Rhodamin 6G 
zur Verfügung. Nach intravenöser Applikation reichert sich Rhodamin 6G in den Granula von 
Leukozyten und Thrombozyten an. Die Beleuchtung der Leber mit Licht der Wellenlänge 
530-560nm [VOLLMAR et al., 1994b, 2002; EIPEL et al, 2004] im Grünlicht-Filter erlaubt die 
selektive Beurteilung der Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen. Innerhalb der oben genann-
ten Schablonen wurden in den verschiedenen Zonen der hepatischen Sinusoide, sowie in 
post-sinusoidalen Venulen Leukozytenstase beziehungsweise -adhärenz quantitativ ausge-
wertet. Die direkte Visualisierung der dynamischen Leukozyten-Endothelzell-Interaktionen 
durch die intravitale Fluoreszenzmikroskopie und deren Aufzeichnung auf Videokassette 
erlauben eine wiederholte off-line Analyse und Auswertung der intrahepatischen Leukozyten-
rekrutierung. Die Unterscheidung zwischen Leukozyten und Thrombozyten erfolgt problem-
los anhand der Zellgröße. Innerhalb der Sinusoide wurde die Leukostase untersucht. Dabei 
wurden in den 3 Zonen diejenigen Leukozyten als stagnierend definiert, die sich während 
des Beobachtungszeitraums von 20 Sekunden nicht bewegten [VOLLMAR et al., 1994c; 
SCHÄFER et al., 2003; EIPEL et al., 2004]. Dieselbe Definition wurde zur Untersuchung der 
Leukotzyten-Adhäsion in post-sinusoidalen Venulen angewandt [EIPEL et al., 2004]. 
 
Zur intravitalmikroskopischen Untersuchung des apoptotischen Zelltodes während der 
Endotoxinämie wurde den Versuchstieren Bisbenzimid (Hoechst 33342) intravenös appli-
ziert. Bisbenzimid färbt in vivo die Nuclei der Hepatozyten und ermöglicht bei Verwendung 
eines UV-Filters die Beurteilung der Kernmorphologie und der Chromatinkondensation [HA-
CKER et al., 2000], und erlaubt somit eine Aussage über den apoptotischen Zelltod von He-
patozyten. Die intravitalmikroskopische Untersuchung des apoptotischen Zelltodes ist eine 
standardisierte Methode, und ist sowohl in vitro [BOER et al., 2003], ex vivo [EL-GIBALY et al., 
2004] wie in vivo [SCHÄFER et al., 2003] verwendbar. Diese Untersuchung ist insofern be-




möglicherweise sogar kausaler Faktor des entzündlichen Leberversagens [LEIST et al., 1995] 
und des Ischämie/Reperfusionsschadens [RUDIGER et al., 2003] darstellt. Zudem ist bekannt, 
dass apoptotische Hepatozyten chemotaktisch auf Neutrophile wirken, und somit die Ent-
zündungsreaktion im Rahmen einer Sepsis verstärken können [LAWSON et al., 1998]. Derart 
rekrutierte Leukozyten emigrieren ins Leberparenchym und tragen durch Freisetzung toxi-
scher Mediatoren zum zellulären Schaden bei. 
 
Die Visualisierung der Kupffer-Zellen und deren Phagozytose-Aktivität erfolgte indirekt. 
Den Versuchstieren wurde eine standardisierte Menge (3 x 108/kg KG, [VOLLMAR et al., 
1994a]) fluoreszierender Latex-Partikel intraarteriell appliziert. Diese so genannten Latex-
beads mit einem Durchmesser von 1.1µm werden von den Kupffer-Zellen phagozytiert, und 
die Geschwindigkeit der Elimination der Partikel aus dem Blut lässt Rückschlüsse auf die 
Phagozytose-Aktivität der Kupffer-Zellen zu. Aus früheren tierexperimentellen Studien ist 
bekannt, dass die Kupffer-Zell-Phagozytoseaktivität bei Ischämie/Reperfusion der Leber 
[VOLLMAR et al., 1994a] unterdrückt wird, und dass eine Blockade der Kupffer-Zellen durch 
Gadolinium-Chlorid (GdCl3) die Leber gegen einen deletären LPS-induzierten parenchyma-
tösen Schaden schützt [VOLLMAR et al., 1996]. In der vorliegenden Studie wurde untersucht, 
ob die Präkonditionierung mit CpG-ODN die Kupffer-Zell-Phagozytoseaktivität unter endoto-
xämischen Bedingungen beeinflusst.  
 
Als Indikator der Gewebeoxygenierung wie auch der Stoffwechselleistung steht die ge-
samt-hepatische Gallesekretion als funktioneller Parameter zur Verfügung [BOWERS et al., 
1987]. Bowers konnte in Experimenten an Ratten zeigen, dass die Einschränkung der Galle-
produktion das Ausmaß eines Gewebeischämieschadens widerspiegelt. Ebenso gibt die 
Gallesekretion Auskunft über Sauerstoffversorgung der Leber, da er mit dem lebervenösen 
Sauerstoffpartialdruck [LARSEN et al., 1976] und dem Gehalt an energiereichen Phosphaten 
in Hepatozyten [KARWINSKI et al., 1989] korreliert. Der Vorteil der Messung der Gallesekreti-
on besteht darin, dass sie kontinuierlich durchgeführt werden kann, und ist somit anderen 
Verfahren, die eine Entnahme und Aufbereitung von Lebergewebe erfordern 
(chromatographischer Nachweis energiereicher Phosphate, hepatozelluläre 
Proteinsynthese), aus praktischer Sicht überlegen. Es ist bekannt, dass während Sepsis 
[VON ALLMEN et al., 1992] und Ischämie/Reperfusion [LEE et al., 2000] die Gallesekretion 
abnimmt. Ursache ist die mangelnde Sauerstoffausschöpfung während einer Sepsis 
beziehungsweise die Mangelversorgung während einer Ischämie. Ziel der Untersuchung in 
dieser Studie war, über Unterschiede in der Gallensekretion Rückschlüsse auf die 
Leberfunktion und somit eine mögliche protektive Wirkung der Präkonditionierung mit CpG-




Als Maß der zellulären Integrität und des Ausmaßes des hepatozellulären Schadens 
wurden die Lebertransaminasen im Plasma spektrophotometrisch bestimmt. Eine Erhöhung 
der Transaminasenkonzentrationen spricht für eine gestörte zelluläre Integrität der Hepatozy-
ten, die das Übertreten der zytoplasmatischen Enzyme ins Blut ermöglicht und sich dort bei 
jeder Schädigung der hepatozellulären Plasmamembran findet. Ein fortgeschrittener zellulä-
rer Schaden, wie etwa Zellnekrose, wird laborchemisch anhand der Erhöhung der Konzent-
rationen mitochondrialer Enzyme manifest. Es wurde nachgewiesen, dass der Übertritt zy-
toplasmatischer Enzyme in das Blut über eine akute vesikuläre Freisetzung passiert, welche 
jedoch nicht automatisch mit Zelluntergang einhergeht [NISHIMURA et al., 1986]. Somit ist 
eine Erhöhung der Konzentrationen zytosolischer Enzyme auch bei reversiblen Zellschädi-
gungen nachweisbar, und ist auch zum Nachweis eines akuten und temporären Zellscha-
dens beziehungsweise einer Störung der Zellmembran-Integrität geeignet. 
 
Um die Ergebnisse der Intavitalmikroskopie weiter zu festigen, wurden aus dem nach 
Versuchsende asservierten Gewebe Histologien gefertigt und mit Hämatoxylin – Eosin (HE) 
gefärbt. In der Literatur findet sich eine lange Diskussion über die beste Methode zum 
Nachweis der hepatozellulären Apoptose. Biochemische Verfahren, wie immunhistochemi-
sche Färbungen von Gewebsschnitten gegen Enzyme, die während des apoptotischen Zell-
todes aktiv sind (Caspasen) oder wie der Nachweis von DNA-Strangbrüchen (TUNEL-
Assay), propagiert von Clavien und anderen Autoren [KOHLI et al., 1999], stehen in dieser 
Diskussion einer rein morphologischen Betrachtung der Zellkerne gegenüber [JAESCHKE et 
al., 2001]. Letzten Endes gilt die morphologische Beurteilung am HE-Schnitt als der Gold-
Standard, die jedoch von vielen Autoren zur Untermauerung der Ergebnisse mit biochemi-
schen Methoden kombiniert wird [GUJRAL et al., 2001]. Die für den apoptotischen Zelltod 
charakteristischen morphologischen Kriterien sind Zellschrumpfung, Chromatinkondensation 
und -margination und die Ausbildung von „apoptotic bodies“ [HACKER, 2000]. In dieser Studie 
wurde in je 10 Gesichtsfeldern pro Schnitt lichtmikroskopisch der relative Anteil an apoptoti-
schen Hepatozyten anhand der oben genannten kernmorphologischen Kriterien ermittelt.  
 
Apoptotische Hepatozyten wirken ihrerseits als chemotaktisches Signal auf Neutrophile 
[LAWSON et al., 1998] und verstärken somit die im Rahmen einer Sepsis auftretende Entzün-
dungsreaktion. Zur Beurteilung der leukozytären Infiltration der Leber wurden zusätzliche 
Gewebeschnitte mit AS-D Chlorazetatesterase (CAE) angefärbt, und die Leukozytense-
questration und -extravasastion in der Leber analysiert [EIPEL et al., 2004]. Gezählt wurden 
in wiederum 10 Gesichtsfeldern pro Schnitt die in Sinusoiden stagnierenden Leukozyten, wie 





Zur immunhistochemischen Untersuchung der Leber wurden Färbungen mit Antikör-
pern gegen ED2 zur Untersuchung der Kupffer-Zellen angefertigt [DIJKSTRA et al., 1987, 
1995]. Während die intravitalmikroskopische Untersuchung mit Hilfe der Latex-beads zur 
Untersuchung der Phagozytoseaktivität der Kupffer-Zellen diente, zielte die immunhistoche-
mische Färbung der Kupffer-Zellen auf die Klärung der Frage ab, ob und inwieweit sich die 
Vorbehandlung mit CpG-ODN auf die Zahl der Kupffer-Zellen auswirkt. Kupffer-Zellen sind 
als ortsständige Makrophagen der Leber von zentraler Bedeutung bei der Entzündungsreak-
tion auf Endotoxin [SU, 2002b]. Sie haben physiologischerweise die Aufgabe, Toxine und 
Bakterien aus dem Splanchnikusgebiet zu eliminieren. Entsprechend dieser Filterfunktion 
findet sich die Mehrzahl der Kupffer-Zellen im periportalen Bereich der Leberlobuli. Ebenso 
verfügen die periportal gelegenen Kupffer-Zellen über eine stärkere Phagozytose-Aktivität 
als die midzonal oder perizentral gelegenen, da sie verstärkt gegenüber toxischen Substan-
zen exponiert sind. Kupffer-Zellen kommt somit eine zentrale Bedeutung in der Immunab-
wehr zu. Sie reagieren auf eine Aktivierung mit der Freisetzung pro-inflammatorischer Media-
toren (TNF-α, IL-1, -6), und tragen somit auch bei inadäquater und überschießender Aktivie-
rung zum Leberschaden bei. In der Pathophysiologie des Leberschadens, etwa im Rahmen 
der Sepsis [KELLER et al., 1985] oder der alkoholischen Leberzirrhose [THURMAN, 1998] sind 
Kupffer-Zellen maßgeblich beteiligt. 
 
Um Veränderungen des Lebergewebes durch die Vorbehandlung mit CpG-ODN auf 
molekularer Ebene zu untersuchen, wurden Western Blot-Analysen durchgeführt. Als Ergän-
zung zur intravitalmikroskopischen und histologischen Untersuchung des apoptotischen Zell-
todes wurde die Expression von „cleaved“ Caspase 3 analysiert. „Cleaved“ Caspase 3 geht 
aus der Spaltung der Procaspase 3 hervor und stellt die aktivierte Form dieses an der Regu-
lation des Apoptoseprozesses beteiligten Enzyms dar. Allgemein wird durch Binden von pro-
apoptotischen Mediatoren (TNF-α, FasL) an Oberflächenrezeptoren intrazellulär eine so ge-
nannte „Initiator“-Caspase 8 aktiviert, die ihrerseits aus den Proenzymen verschiedener „Ef-
fektor“-Caspasen die aktiven Isoformen abspaltet. Diese Effektor-Caspasen spalten intrazel-
luläre Substrate, was letzlich zum koordinierten Zelluntergang führt [COHEN, 1997] und in 
morphologischen und biochemischen Veränderungen während der Apoptose sichtbar wird.  
 
Zur Klärung der Frage, ob und inwieweit Veränderungen innerhalb der Signalkaskaden 
stattfinden, die die Wirkungen von CpG-ODN und LPS vermitteln, wurden Western Blot-
Analysen zur Expression von TNF-Rezeptor-assoziiertem Faktor 6 (TRAF6) und TLR4 
durchgeführt. TRL4 ist Teil des LPS-Rezeptorkomplexes [CHOW et al., 1999] und vermittelt 
die Signalweiterleitung des gebundenen LPS über die Zellmembran. Die Signalkaskaden von 








7.2  Diskussion der Ergebnisse 
 
7.2.1 systemische Parameter 
 
Makrohämodynamisch fanden sich zwischen den beiden untersuchten Gruppen nach 
sechsstündiger Endotoxinämie keine signifikanten Unterschiede. Die im Rahmen einer Endo-
toxinämie und beim septischen Schock bekannten hyper- und hypodynamischen Phasen 
ließen sich in dieser Studie nur andeutungsweise rekonstruieren. Kontrolltiere zeigten initial 
einen höheren mittleren arteriellen Blutdruck als Tiere der CpG-ODN-Gruppe. Nach 16-
stündiger Endotoxinämie hingegen war der MAP bei Tieren der Kontrollgruppe deutlich er-
niedrigt, entsprechend der Sepsis-assoziierten Hypotonie. CpG-ODN-präkonditionierte Tiere 
zeigten keine initiale Hypertonie, insbesondere aber keine Reduktion des MAP nach 16-
stündiger Endotoxinämie. Es lässt sich daher feststellen, dass die CpG-ODN-Applikation 
einer Hypotonie nach 16-stündiger Endotoxinämie entgegenzuwirken vermag. 
 
Die Analyse der Atemgaspartialdrücke zeigte zwischen den beiden Versuchsgruppen 
keine signifikanten Unterschiede. Allerdings präsentierten sich CpG-ODN-vorbehandelte 
Tiere mit einem höheren Sauerstoffpartialdruck als Tiere der Kontrollgruppen. Während die 
Tiere der CpG-ODN-Gruppen zu Versuchbeginn im Vergleich zu Kontrolltieren einen leicht 
erhöhten pCO2 aufwiesen, zeigten sie jedoch im Verlauf der Experimente einen deutlich ge-
ringer ausfallenden Anstieg des pCO2. Somit konnte in unserem Modell die Vorbehandlung 
mit CpG-ODN der Entwicklung einer respiratorischen Insuffizienz, und damit einhergehend 
der Einstellung einer azidotischen Stoffwechsellage entgegenwirken. In der Tat waren nach 
16-stündiger Endotoxinämie bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe ein geringerer Abfall des pH-
Wertes messbar, auch wenn diese Unterschiede nicht signifikant im Vergleich zur Kontroll-
gruppe waren. 
 
Die Auswertung des weißen Blutbildes ergab zu beiden untersuchten Zeitpunkten bei 
Tieren der Kontrollgruppe erhöhte Leukozytenwerte, wobei nur in Einzelfällen extreme Leu-
kozytosen beziehungsweise Leukopenien auftraten. Im statistischen Gruppenvergleich fan-
den sich keinerlei signifikante Unterschiede. Die in der Literatur beschriebene Abnahme der 
peripheren Leukozytenzahlen nach Endotoxin-Injektion [VOLLMAR et al., 1995] ließ sich in 




nur etwa zwei Stunden andauert [SHORT et al., 1999; DEPLAEN et al., 2000]. Danach steigen 
die Leukozytenzahlen im peripheren Blut an bis etwa 8h nach LPS-Gabe. Die Wahl des Un-
tersuchungszeitpunktes in dieser Studie (6h nach LPS-Injektion) erlaubte demnach nicht, die 
LPS-induzierte Leukopenie nachzuweisen, da dieser in der Phase des Ansteigens der peri-
pheren Leukozytenzahlen liegt. Die Präkonditionierung mit CpG-ODN konnte diesen Anstieg 
im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich abschwächen. Die differenzierte Betrachtung des 
Blutbildes macht deutlich, dass sich zu beiden untersuchten Zeitpunkten bei Tieren der CpG-
ODN-Gruppen der Anteil an Monozyten und Granulozyten zu Gunsten der Lymphozyten 
verringert. Dies entspricht den Erkenntnissen von Davila und Koautoren, die an Mäusen 
nach CpG-ODN-Applikation eine Vermehrung von T-Lymphozyten fanden [DAVILA et al., 
2002]. In unseren Versuchen wurde keine weitere Differenzierung der Lymphozyten vorge-
nommen, somit lässt sich keine definitive Aussage darüber machen, ob die von uns beo-
bachtete Zunahme der Lymphozyten ein Ausdruck der gestärkten Th1-dominierten Immun-




Die systemische Endotoxinämie führte nach 6 und 16 Stunden zu einer massiven Be-
einträchtigung der sinusoidalen Perfusion mit Perfusionsausfällen von 23% beziehungsweise 
28%. Diese deutlich beeinträchtigte Mikrozirkulation spiegelt sich auch in den hohen NADH-
Werten von jeweils etwa 150aU wider, was die aus der Mikrozirkulationsstörung resultieren-
de ausgeprägte Gewebshypoxie bestätigt. Durch die Vorbehandlung mit CpG-ODN verrin-
gerte sich das mikrovaskuläre Perfusionsversagen signifikant auf Werte von 15% und 17% 
nach 6 bzw. 16 Stunden Endotoxinämie. Die daraus resultierende verbesserte Gewebeoxy-
genierung kam durch die im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich reduzierten NADH-Werte 
zum Ausdruck. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Daten anderer Studien zur Pa-
thophysiologie des LPS-induzierten Leberschadens [SCHÄFER et al., 2002; EIPEL et al., 
2004]. Durch die Präkonditionierung mit CpG-ODN konnte das Perfusionsversagen zwar 
signifikant verringert, jedoch nicht auf physiologische Verhältnisse normalisiert werden. Dies 
zeigt, dass sich durch CpG-ODN die Mikrozirkulation zwar deutlich beeinflussen lässt, die 
Leber jedoch nicht vollständig gegen den endotoxinämischen Schaden geschützt werden 
kann. Allgemein ist bekannt, dass die Störung der Mikrozirkulation signifikant zur Manifesta-
tion des Organversagens während Endotoxinämie beiträgt [VOLLMAR et al., 1993]. Zugrunde 
liegend vermutet man toxische Wirkungen des im Rahmen der Endotoxinämie freigesetzten 
TNF-α. Diese beinhalten Schwellung und Kongestion von Endothelzellen [ISAKA et al., 2000], 
aktivierende Wirkungen auf das Gerinnungssystem, sowie die Freisetzung des vasokonstrin-




durch LPS ausgelöste Perfusionsversagen durch CpG-ODN basiert vermutlich auf einer Ab-
schwächung der pro-inflammatorischen Zytokin-Reaktion. Ebenso kann man vermuten, dass 
CpG-ODN über die Aktivierung der induzierbaren Stickoxid-Synthase (iNOS) und der daraus 
folgenden Freisetzung des Vasodilators Stickstoffmonoxid (NO) [UTAISINCHAROEN et al., 
2002] der LPS-induzierten Vasokonstriktion entgegen wirken und somit zur verbesserten 
Perfusion beitragen. Im Gewebe CpG-ODN-vorbehandelter Tiere konnte in unseren Versu-
chen ebenfalls eine erhöhte Expression der iNOS gegenüber Kontrolltieren nachgewiesen 
werden. Dies unterstützt die Erkenntnisse von Utaisincharoen et al. und dient zugleich als 
möglicher Erklärungsversuch der verbesserten Mikrozirkulation nach CpG-ODN-
Vorbehandlung. 
 
Neben protektiven Effekten gegenüber Infektionen ist in der Literatur eine Eigentoxizi-
tät von CpG-ODN beschrieben [SPARWASSER et al., 1997]. Zur Klärung der Frage, ob und 
inwieweit sich diese Eigentoxizität auf die Lebermikrozirkulation auswirkt, wurde zusätzlichen 
Tieren lediglich CpG-ODN intraperitoneal appliziert. Am ersten Tag nach Injektion manifes-
tierte sich die toxische Wirkung der CpG-ODN in einer massiven Störung der sinusoidalen 
Perfusion, die sich mit Werten von fast 40% Perfusionsausfall sogar weitaus ausgeprägter 
darstellte, als die durch LPS verursachte Mikrozirkulationsstörung. Am sechsten Tag nach 
CpG-ODN-Applikation war die sinusoidale Durchblutung allerdings wieder vollständig herge-
stellt. Analog zu der massiven Perfusionsstörung am ersten Tag nach CpG-ODN-Gabe er-
gab die densitometrische Messung der NADH-Autofluoreszenz deutlich erhöhte NADH-
Spiegel. Mit Wiederherstellung der physiologischen Perfusionsverhältnisse am sechsten Tag 
nach CpG-ODN-Applikation zeigten sich die NADH-Werte wieder deutlich reduziert. Diese 
Normalisierung der Perfusionsverhältnisse und der damit einhergehenden Gewebeoxygenie-
rung legt den Schluss nahe, dass das Perfusionsversagen sowie die Oxygenierungsstörung 
nach 6 oder 16 Stunden Endotoxinämie nicht mehr durch eine toxische Wirkung der CpG-
ODN, sondern lediglich durch LPS bedingt sind. Ebenso lassen diese Daten vermuten, dass 
die anfänglich toxische Wirkung von CpG-ODN im Sinne einer Präkonditionierung eine Tole-
ranz gegenüber einer folgenden Endotoxinämie induziert. Der initiale Schaden geht mögli-
cherweise auf eine TNF-α-Freisetzung als Reaktion auf CpG-ODN zurück, während die Per-
sistenz der CpG-ODN in Sinusuferzellen zu einer lang andauernden Freisetzung vasorela-
xierender Mediatoren führt und die Mirkozirkulation vor dem LPS-vermittelten Perfusionsver-
sagen schützt. 
 
Die Mikrozirkulationsstörung der Leber war von einer starken inflammatorischen Ant-
wort auf das injizierte Endotoxin begleitet. Die Entzündungsreaktion bestätigte sich durch die 




den post-sinusoidalen Venulen fanden sich zum Teil massive Ansammlungen von Entzün-
dungszellen, wie es auch aus zahlreichen anderen Studien bekannt ist [VOLLMAR et al., 
1993]. Die Leukozytenrekrutierung in der Leber konnte sowohl intravitalmikroskopisch als 
auch mit Hilfe der Standard-Histologie nachgewiesen werden. Die Histologie erlaubte zudem 
eine Aussage über die Extravasation der Leukozyten aus den post-sinusoidalen Venulen in 
das perivaskuläre Bindegewebe. Nach CpG-ODN-Vorbehandlung konnte zu beiden unter-
suchten Zeitpunkten eine signifikant reduzierte Leukozytenakkumulation in der Leber gezeigt 
werden. Die intravitalmikroskopischen Beobachtungen konnten wiederum durch die Stan-
dard-Histologie untermauert werden, indem sich auch dort eine signifikante Abnahme der 
Anzahl rekrutierter Leukozyten nachweisen ließ. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch 
zu den Ergebnissen von Weighardt und Koautoren [WEIGHARDT et al., 2000], die in einer 
Studie zur polymikrobiellen Sepsis zeigen konnten, dass die CpG-ODN-vermittelte Protektion 
mit einer Akkumulation von Neutrophilen und einer Hochregulierung phagozytorischer Re-
zeptoren einhergeht. Dieser Widerspruch mag bedingt sein durch die Unterschiede in der 
Erzeugung der Sepsis / Endotoxinämie und durch die Unterschiede unspezifischer Abwehr-
mechanismen, die durch die Induktion einer polymikrobiellen Sepsis [WEIGHARDT et al., 
2000] oder die alleinige Injektion von LPS angestoßen werden [ECHTENACHER et al., 2001].  
 
Die alleinige Injektion von CpG-ODN führte am ersten Tag nach Applikation zu einer 
massiven Leukozytenakkumulation sowohl in Sinusoiden, wie auch in den post-sinusoidalen 
Venulen. Diese durch die Eigentoxizität der CpG-ODN verursachte Leukozytenrekrutierung 
war bei der intravitalmikroskopischen Untersuchung der Leber sechs Tage nach alleiniger 
CpG-ODN-Injektion nicht mehr nachweisbar. Diese Ergebnisse unterstützen die These, dass 
sich die entzündliche Frühreaktion auf CpG-ODN nach einigen Tagen zurückbildet und eine 
Toleranz induziert.  
 
Die intravitalmikroskopische Untersuchung der Phagozytoseaktivität der Kupffer-Zellen 
ergab zu beiden untersuchten Zeitpunkten keine Unterschiede zwischen Kontrollen und 
CpG-ODN vorbehandelten Tieren. Ebenso hatte die Vorbehandlung mit CpG-ODN keine 
Auswirkung auf die Anzahl der Kupffer-Zellen, wie anhand von immunhistochemischen Ge-
webeschnitten mit Färbung gegen ED2 nachgewiesen werden konnte. Bislang gibt es nur 
einen einzigen Bericht über Effekte von CpG-ODN auf Kupffer-Zellen [SCHUCHMANN et al., 
2004]. Hingegen ist bekannt, dass CpG-ODN stimulierend auf Lymphozyten, NK-Zellen und 
Makrophagen wirken, und bei diesen Zellen eine Freisetzung von Mediatoren mit einer Th1-
dominierten Immunantwort bewirken [KLINMAN et al., 1996]. Diese Th1-Antwort wurde in 
mehreren tierexperimentellen Studien als Ausdruck der CpG-ODN-induzierten Toleranz ge-




ODN sind sogar in der Lage, eine Th2-dominierte Immunsituation zugunsten einer Th1-
Antwort zu modulieren [SUR et al., 1999]. Unsere Ergebnisse sind mit anderen Studien im 
Konsens dahingehend, dass CpG-ODN 2 bis 3 Tage benötigen, um eine optimale Protektion 
in vivo zu bewirken [KRIEG et al., 1998; SUR et al., 1999]. Diese durch CpG-ODN-
Präkonditionierung bedingte Toleranz dauert bis zu 6 Wochen an [SUR et al., 1999]. 
 
Der Endotoxin-bedingte parenchymatöse Schaden konnte intravitalmikroskopisch 
durch die Manifestation von Apoptose-spezifischen kernmorphologischen Veränderungen 
nachgewiesen werden. Die Vorbehandlung mit CpG-ODN zeigte nach 6-stündiger Endotoxi-
nämie lediglich eine leichte Reduktion, nach 16-stündiger Endotoxinämie jedoch eine signifi-
kante Reduktion der Anzahl apoptotischer Hepatozyten. Die histomorphologische Untersu-
chung des Lebergewebes anhand von HE-Schnitten bestätigte die intravitalmikroskopisch 
gewonnenen Ergebnisse und zeigte zu beiden untersuchten Zeitpunkten einen signifikanten 
Rückgang der hepatozellulären Apoptoserate. Proteinbiochemisch fand sich beim Nachweis 
der aktivierten Caspase 3 mittels Western Blot-Analyse ebenfalls zu beiden untersuchten 
Zeitpunkten ein deutlicher, wenngleich nicht signifikanter Rückgang der aktiven Form dieses 
Enzyms. Diese Ergebnisse spiegeln den bereits in vivo gefundenen geringeren Anteil apop-
totischer Hepatozyten in CpG-ODN-vorbehandelten Tieren wider. Als Ausdruck der toxi-
schen Nebenwirkungen der CpG-ODN zeigte die intravitalmikroskopische Untersuchung der 
Leber am ersten Tag nach CpG-ODN-Applikation deutlich mehr Hepatozyten mit Apoptose-
typischen Kernveränderungen. Das Ausmaß des apoptotischen Zelluntergangs war dem 
durch eine sechs-stündige Endotoxinämie vergleichbar. Im Gegensatz dazu präsentierten 
die Lebern sechs Tage nach CpG-ODN-Injektion vollkommen physiologische Kernmorpholo-
gien, die Häufigkeit apoptotischer Hepatozyten war auf Normalwerte zurückgegangen. Die 
gesteigerte Apoptoserate als initiale Reaktion auf CpG-ODN-Injektion mag auf eine Freiset-
zung von TNF-α [GAO et al., 2001] und die nachfolgende Induktion apoptotischer Signalkas-
kaden zurückgehen.  
 
Als Marker der zellulären Integrität wurden die Plasma-Konzentrationen der Transami-
nasen sowie der Glutamatdehydrogenase (GLDH) und Cholin-Esterase untersucht. Nach 6-
stündiger Endotoxinämie waren AST und ALT bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren nicht 
signifikant erhöht und GLDH und ChE nicht signifikant erniedrigt. Als Ausdruck der Protektion 
der CpG-ODN-Vorbehandlung waren nach 16-stündiger Endotoxinämie bei vorbehandelten 
Tieren alle untersuchten Plasma-Marker deutlich erniedrigt, die GLDH sogar signifikant. So-
mit spiegelt sich der durch CpG-ODN-Präkonditionierung reduzierte LPS-induzierte Gewe-
beschaden auch laborchemisch wider. Insbesondere die signifikante Verminderung des 




Schädigung. Diese findet ihren Ausdruck ebenso in einer verbesserten Sauerstoff-Utilisation, 
die mit erniedrigten NADH-Spiegeln einhergeht, wie auch in einer verringerten Freisetzung 
an mitochondrialen pro-apoptotischen Molekülen, wie beispielsweise Cytochrom c [MORIN et 
al., 2004].  
 
Als Parameter der Leberzellfunktion wurde die gesamthepatische Gallesekretion unter-
sucht. Nach 6h und 16h Endotoxinämie zeigten sich deutlich eingeschränkte Sekretionsraten 
von 0.49µl/g x min beziehungsweise 0.57µl/g x min. Bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren 
zeigte sich bereits nach 6-stündiger Endotoxinämie eine leichte Steigerung der Gallesekreti-
on. Nach 16-stündiger Endotoxinämie war bei Tieren der CpG-ODN-Gruppe die Gallesekre-
tion signifikant verbessert und erreichte mit 0.92µl/g x min nahezu Normwerte [ABDEL SALAM 
et al., 2005]. Die Wiederherstellung der Gallesekretion als ein Parameter der Fähigkeit der 
Leber, aktive energieabhängige Prozesse durchzuführen, spiegelt neben der zellulären In-
tegrität und der intakten Funktionsfähigkeit des Organs auch die wieder ausreichende Oxy-
genierung durch Wiederherstellung der Mikrozirkulation und Sauerstoffutilisation wider.  
Die Applikation von CpG-ODN alleine führte am ersten Tag nach Injektion zu einer 
deutlichen Einschränkung der Gallesekretion auf Werte von 0.78µl/g x min. Im Gegensatz 
dazu fand sich am sechsten Tag nach alleiniger CpG-ODN eine normalisierte Gallesekretion 
mit Werten von 1.37µl/g x min. Diese Werte demonstrieren ebenfalls die initial hepatotoxi-
sche Wirkung der CpG-ODN mit einer deutlichen Einschränkung der Lebersyntheseleistung. 
Diese initiale Toxizität ist jedoch reversibel, und führt bei Persistenz der CpG-ODN in Sinus-
uferzellen der Leber zu einer Protektion gegenüber einem nachfolgenden endotoxinämi-
schen Stimulus im Sinne einer Toleranzinduktion. Zudem unterstreichen diese Ergebnisse 
erneut die signifikant negative Korrelation zwischen Lebersekretionsleistung und mikrovasku-
lärem Perfusionsversagen. 
 
Zur Klärung der Frage, ob und inwieweit CpG-ODN nach intraperitonealer Injektion in 
der Leber zu finden sind, wurden Fluoreszein-markierte CpG-ODN injiziert. Am ersten Tag 
wie auch noch nach sechs Tagen konnten intravitalmikroskopisch Fluoreszenzsignale in Si-
nusuferzellen detektiert werden, die am ehesten Endothelzellen und Kupffer-Zellen entspre-
chen. Diese Bilder zeigten deutlich, dass CpG-ODN nach intraperitonealer Applikation in die 
Blutbahn aufgenommen und in die Leber eingeschwemmt werden. Dort werden sie von im-
munkompetenten Zellen phagozytiert und persistieren über mindestens sechs Tage. Dies 
legt die Vermutung nahe, dass CpG-ODN neben einer systemischen Wirkung vermutlich 
auch lokal wirksam sind. Da aber die fluoreszierenden CpG-ODN nur in einer geringen An-
zahl an Zellen nachzuweisen waren, erscheint es wahrscheinlicher, dass die CpG-ODN-




einhergehende Leberschaden diese Zellen gegen die nachfolgende Endotoxinämie im Sinne 
einer Präkonditionierung „abhärtet“. Nichtsdestoweniger lässt sich nicht ausschließen, dass 
das Persistieren der CpG-ODN zu einer kontinuierlichen Freisetzung löslicher Mediatoren 
(z.B. TNF-α) führt, die das Gewebe kontinuierlich stimulieren und lokal zu den systemischen 




Zur Untermauerung der mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie und der His-
tologie gewonnenen Ergebnisse, wurden Western Blot-Analysen zur Expression verschiede-
ner an der Signalweiterleitung beteiligter Proteine durchgeführt. Gleichzeitig sollte auf diese 
Weise versucht werden, mögliche Mechanismen für die durch die CpG-ODN induzierte Tole-
ranz gegen LPS zu finden. 
 
CpG-ODN werden durch Toll-like-Rezeptor 9 (TLR9) gebunden [HEMMI et al., 2000]. 
Die Lokalisation des Rezeptors ist Gegenstand anhaltender Diskussionen, da widersprüchli-
che Hinweise für dessen zelluläre Verteilung vorliegen. Es gibt Belege dafür, dass CpG-ODN 
an Zell-Oberflächen-Rezeptoren binden. Liang und Mitarbeiter konnten zeigen, dass CpG-
ODN-beschichtete Sepharose-Partikel in gleichem Maß aktivierend auf humane B-Zellen 
wirken wie freie CpG-ODN [LIANG et al., 2000]. Unterstützend konnten Eaton-Bassiri und 
Mitarbeiter mittels Durchflußzytometrie und immunhistochemischer Färbung die Expression 
von TLR9 auf der Zelloberfläche von humanen mononukleären Zellen nachweisen [EATON-
BASSIRI et al., 2004]. Im Gegensatz dazu zeigen Leifer und Koautoren, dass TLR9 intrazellu-
lär, nämlich im endoplasmatischen Retikulum exprimiert wird [LEIEFR et al., 2004]. Dieses 
Ergebnis wird unterstützt von anderen Beobachtungen, die zeigen, dass eine Internalisierung 
von bakteriellen DNA-Sequenzen beziehungsweise von CpG-ODN für die Entfaltung ihrer 
biologische Aktivität notwendig ist [KRIEG et al., 2000]. Zudem ist bekannt, dass Hemmstoffe 
endosomaler Reifung, wie beispielsweise Chloroquin, eine CpG-ODN-vermittelte Zellaktivie-
rung verhindern [MACFARLANE et al., 1998], was zeigt, dass eine zelluläre Aufnahme durch 
unspezifische Endozytose und nachfolgende endosomale Reifung an der Zell-Aktivierung 
durch CpG-ODN beteiligt zu sein scheint. Ebenso ist die Azidifizierung endosomaler CpG-
ODN bei der intrazellulären Ausbildung von reaktiven Sauerstoffspezies und nachfolgender 
NFκB-Aktivierung von großer Bedeutung [YI et al., 1998].  
 
Durch CpG-ODN wird nach Weiterleitung des Signals von TLR9 an zytoplasmatische 
Proteine eine mehrstufige Signalkaskade aktiviert, die letztlich zur Aktivierung und nukleären 




Signalkaskade stellt der TNF-Rezeptor-assoziierte Faktor 6 (TRAF6) dar, dessen sich die 
Signalkaskaden von TLR9, wie auch vom LPS-Rezeptor TLR4 bedienen. Die zentrale Be-
deutung von TRAF6 wird darin deutlich, dass TLR9-Liganden in TRAF6-defizienten Maus-
Makrophagen keine Zell-Aktivierung hervorrufen können, und die Zell-Aktivierung durch 
TLR4-Liganden deutlich abgeschwächt und zeitlich verzögert abläuft [GOHDA et al., 2004]. 
 
In der vorliegenden Studie untersuchten wir, ob durch die Vorbehandlung mit CpG-
ODN die Expression von TRAF6 verändert wird. Sowohl nach 6- wie auch nach 16-stündiger 
Endotoxinämie fand sich bei den CpG-ODN-vorbehandelten Tieren eine Verminderung der 
Expression von TRAF6 um 15% bzw. 30%. Dies lässt spekulieren, dass die Wechselwirkung 
und Aktivierung von TLR9 durch CpG-ODN zu einer Sequestration oder einem Verbrauch 
von Signalmolekülen wie TRAF6 führt. Dies stünde in Analogie zu dem, was für die gemein-
samen Signalwege von TLR2 und TLR4 vorgeschlagen wurde [HIRSCHFELD et al., 2001]. 
Dies würde zusätzlich auch erklären, warum eine nachfolgende Belastung mit LPS, das von 
TLR4 gebunden wird und zur Zellaktivierung führt, weniger gravierend ausfällt: TLR4 könnte 
über die durch CpG-ODN verbrauchten Signalproteine zur Signalweiterleitung nicht mehr 
verfügen. Unterstützt wird dies durch Studien an Zellkulturen, in denen eine paradoxe Hoch-
regulation von TLR4-mRNA als Antwort auf „tolerisierende“ Dosen LPS gezeigt werden 
konnte [AN et al., 2002; CALVANO et al., 2003]. Die verringerte Menge an TRAF6 könnte in-
trazellulär zu der von uns gefundenen verringerten Aktivierung von NFκB führen, und somit 
nur eine abgeschwächte Reaktion auf LPS erlauben. Als kompensatorischer Versuch wäre 
eine gesteigerte Expression von TLR4 denkbar, die in unseren Versuchen auch beobachtet 
werden konnte. Muzio und Mitarbeiter haben zeigen können, dass eine Exposition von ver-
schiedenen Blutzellen gegen bakterielle Produkte in diesen Zellen sowie auch in Hepatozy-
ten eine gesteigerte Expression von TLR4 hervorruft [MUZIO et al., 2001]. Ebenso konnten 
sie zeigen, dass IFN-γ zu einer erhöhten Expression von TLR4 führt. Da CpG-ODN bekann-
terweise zu einer IFN-γ-Freisetzung führen [YAMAMOTO et al., 1992], wäre andererseits 
denkbar, dass dieses durch CpG-ODN induzierte IFN-γ für die gesteigerte Expression von 
TLR4 verantwortlich ist. Eine direkte Hochregulierung von TLR4 durch CpG-ODN erscheint 
eher unwahrscheinlich, da CpG-ODN ihrerseits nur von TLR9 erkannt und gebunden wer-
den. Somit stehen zwei spekulative Möglichkeiten der TLR4-Erhöhung als Erklärungsver-
such zur Verfügung.  
 
Als Ausdruck der Toleranz und des nur eingeschränkt zur Verfügung stehenden LPS-
Signalweges fand sich in unseren Versuchen bei CpG-ODN-vorbehandelten Tieren eine Ver-
ringerung der NFκB-Aktivierung. Dieses Ergebnis stimmt mit in vitro-Ergebnissen überein, 




vermittelten NFκB-Aktivierung [JIN et al., 2002] und zu einer reduzierten TNF-α-Freisetzung 
[SMITH et al., 2004] führt. Insbesondere eine längere Vorbehandlung von Makrophagen mit 
CpG-ODN bewirkt eine Suppression der LPS-induzierten TNF-α-Freisetzung [CRABTREE et 
al., 2001]. Die Mechanismen der CpG-ODN vermittelten Toleranz gegen nachfolgende LPS-






Die pathophysiologischen Umstände der Leberdysfunktion bei Endotoxinämie beinhal-
ten als Korrelat eine gestörte mikrovaskuläre Perfusion [VOLLMAR et al., 1993], die eine ein-
geschränkte Gewebeoxygenierung mit Schädigung der zellulären Integrität und des Zell-
stoffwechsels bewirkt. Endstrecke ist der apoptotische Zelluntergang. Die Leukozyten-
Sequestration als Korrelat der entzündlichen Organveränderung [JAESCHKE et al., 1991] ver-
stärkt die parenchymatöse Schädigung durch Freisetzung von Sauerstoffradikalen und ande-
ren zytotoxischen Mediatoren [JAESCHKE et al., 1998]. Die Leukozytenakkumulation und 
Extravasation ins umliegende Parenchym, vermittelt durch verschiedene Adhäsionsmoleküle 
auf Endothelzellen und Leukozyten [CARLOS et al., 1994; KLINTMAN et al., 2002], gilt als limi-
tierender Schritt in der Progression des Leberversagens bei Endotoxinämie und Sepsis [HE-
WETT et al., 1993]. 
 
In unserem Modell der intravitalmikroskopischen Untersuchung der Leberdysfunktion 
im Rahmen einer Endotoxinämie konnten eine signifikante Reduktion der Mikrozirkulations-
störung, der Zellschädigung und der Begleitentzündung durch eine Präkonditionierung mit 
immunmodulierenden CpG-ODN nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Intravitalmikroskopie 
als etablierter Untersuchungsmethode zur direkten Beobachtung der Lebermikrozirkulation 
konnte die Akkumulation der CpG-ODN in der Leber bereits einen Tag nach intraperitonealer 
Applikation nachgewiesen werden, und somit neben systemischen Effekten der CpG-ODN 
auch eine direkte lokale Wirkung in der Leber postuliert werden. Ob CpG-ODN auch einen 
direkten Effekt auf Hepatozyten haben, wurde in der vorliegenden Studie nicht untersucht. 
Diese Möglichkeit ist jedoch durchaus gegeben, da Hepatozyten sowohl die Transkripte für 
TLR9 wie auch die Adaptermoleküle MyD88 und MD-2 exprimieren können [LIU et al., 2002]. 
Dies lässt zumindest die Vermutung zu, dass CpG-ODN neben indirekten Effekten, die sich 
aus den Wechselwirkungen von Hepatozyten, Kupffer-Zellen und Endothelzellen ergeben, 




intravitalmikroskopisch keinen Hinweis finden, da wir keine fluoreszierenden CpG-ODN in 
Hepatozyten nachweisen konnten.  
 
Aus den gewonnenen Daten kann zusammenfassend der Schluss gezogen werden, 
dass CpG-ODN zum einen eine intrinsische Hepatotoxizität aufweisen, die in der vorliegen-
den Form zwar noch nicht vorbeschrieben, wohl aber im Bezug auf systemische Reaktionen 
(wie etwa septischer Schock [SPARWASSER et al., 1997]) bekannt ist. Diese Eigentoxizität 
verursacht eine deutliche Mikrozirkulationsstörung der Leber, einhergehend mit erhöhter 
hepatozellulärer Apoptoserate und intrahepatischer Leukozytenrekrutierung. Zum anderen 
wirken CpG-ODN nach längerer Applikationszeit im Sinne einer Präkonditionierung protektiv 
auf die Leber gegenüber einer nachfolgenden Endotoxinämie. Unsere Daten geben Anhalt 
für ein therapeutisches Fenster, innerhalb dessen die toxischen Effekte von CpG-ODN auf 
die Leber überwunden sind, und die Toleranz-induzierenden Effekte gegenüber einer Endo-
toxin-Exposition noch erhalten sind. In Übereinstimmung mit anderen Modellen, die protekti-
ve Effekte von CpG-ODN bei verschiedensten Arten von Insulten nachgewiesen haben, 
scheinen protektive Effekte 2-3 Tage nach CpG-ODN-Applikation [KRIEG et al., 1998; SUR et 
al., 1999], sicher aber nach einer Woche [WEIGHARDT et al., 2000], aufzutreten. Das thera-
peutische Fenster dauert Literaturangaben zufolge bis zu 2 Wochen nach einer einmaligen 
CpG-ODN-Applikation [OXENIUS et al., 1999; ELKINS et al., 1999]. Freidag und Mitarbeiter 
konnten sogar sechs Wochen nach CpG-ODN-Applikation eine signifikant erhöhte Wirksam-
keit einer BCG-Impfung gegen Mycobacterium tuberculosis nachweisen [FREIDAG et al., 
2000]. Ebenso scheint eine Applikation von CpG-ODN rückwirkend bis zu 3 Wochen nach 
stattgehabter Infektion mit Leishmania major protektiv wirksam zu sein [ZIMMERMANN et al., 
1998].  
 
Die Dauer der protektiven Wirkung einer einmaligen intraperitonealen Applikation von 
CpG-ODN gegenüber einer nachfolgenden Endotoxinämie wurde in dieser vorliegenden 
Studie nicht getestet, wohl aber konnte gezeigt werden, dass CpG-ODN trotz einer initialen 
Eigentoxizität, die ihrerseits ebenfalls Mikrozirkulationsstörungen der Leber verursacht, nach 
sechs Tagen die Endotoxin-vermittelte Leberdysfunktion signifikant reduzieren können und in 
Sinusuferzellen nachweisbar sind. Die Tatsache, dass CpG-ODN nach Endozytose nicht 
degradiert werden, sondern intrazellulär nachzuweisen bleiben, unterstützt zum einen die 
Theorie, dass CpG-ODN ihre biologische Wirkung erst nach unspezifischer Endozytose ent-
falten, zum anderen lässt sich vermuten, dass die intrazellulär persistierenden CpG-ODN 










Diese Studie liefert Informationen darüber, dass eine Kurzzeitbehandlung mit CpG-
ODN zu einer Schädigung der Lebermikrozirkulation und deutlichem Parenchymschaden 
führt. Diese Schädigung ist jedoch nach einer längeren Expositionszeit vollständig reversibel 
und führt innerhalb eines gewissen therapeutischen Fensters zu einer Protektion der Leber 
gegen eine ansonsten massiv schädigende Endotoxinämie.  
 
Abschließend stellt sich die Frage, ob und inwieweit CpG-ODN für den klinischen 
Gebrauch und überhaupt für den Einsatz an Menschen geeignet sind. 
 
Problem der CpG-ODN ist die in Tierversuchen mehrfach beschriebene und auch in 
unserer Studie gefundene Eigentoxizität. Entsprechend der drastischen Schädigungen, die 
sich somit aus der Verwendung von CpG-ODN als Medikament ergeben könnten, bleiben die 
unerwünschten Wirkungen der CpG-ODN gegenüber dem therapeutischen Nutzen abzuwä-
gen. Aus Studien an humanen Blutzellen ist bekannt, dass diese zwar auf CpG-ODN mit 
einer Aktivierung reagieren [TAKESHITA et al., 2001], wohl aber starke interindividuelle Unter-
schiede hinsichtlich der Aktivierbarkeit durch eine bestimmte DNA-Sequenz bestehen [LEI-
FER et al., 2003]. Somit scheint der klinische Einsatz einer Mixtur mehrerer verschiedener 
CpG-Motiv-haltiger DNA-Sequenzen sinnvoll zu sein. Insgesamt betrachtet ist aus prä-
klinischen Studien ein breites Wissensspektrum über CpG-ODN und ihre Wirkungsweisen 
geschaffen worden. Über die Veränderung der DNA-Sequenz konnten sogar Spezies-
spezifische Unterschiede in der Wirksamkeit von CpG-ODN nachgewiesen werden [BAUER 
et al., 2001]. Diese Unterschiede gehen auf geringe Spezies-abhängige Variationen im CpG-
ODN-Rezeptor (TLR9) zurück. Daraus ergibt sich jedoch die Schwierigkeit, beispielsweise 
CpG-ODN mit einem bestimmten Wirkungsprofil im Mausmodell zu designen und nachfol-
gend auf den Menschen zu übertragen.  
 
Insgesamt sind aktuell CpG-ODN weniger bedeutsam als eigenständiges Medikament, 
sondern vielmehr als Medikamentenzusatz bzw. als Adjuvans. Neben vielen prä-klinischen, 
tierexperimentellen Studien, die die protektive Wirkung von CpG-ODN gegenüber verschie-
densten Arten von Infektionen sowie verschiedenen Neoplasien [CARPENTIER et al., 2000] 
untersucht haben, wurden CpG-ODN auch als Zusatz zu Impfstoffen [DAVIS et al., 1998], wie 
auch zu Chemotherapeutika [WEIGEL et al., 2003; PRATESI et al., 2005] und monoklonalen 




Mittlerweile liegen auch erste klinische Erfahrungen über die Verwendung von CpG-
ODN als Adjuvans vor. In zwei kanadischen Kliniken wurde im Rahmen einer doppelblinden 
Phase I-Studie ein speziell designtes CpG-ODN namens CpG 7909 als Zusatz zu einer kon-
ventionellen Engerix-B® Impfung gegeben, was im Vergleich zum Kontrollkollektiv die 
Responder-Rate sowie die Antikörper-Titer signifikant verbesserte [COOPER et al., 2004]. 
2003 führte ColeyPharma eine klinische open-label Studie (Phase II) zur Wirksamkeit von 
CpG 7909 beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom durch, in der der Zusatz von CpG 
7909 zur Chemotherapie zu einer 95%-igen Verbesserung der Ansprechrate der Therapie 
und zu einem 88%-ig verbessertem medianen Überleben führte. Selbiger Pharma-Konzern 
führt momentan klinische Studien zur Wirksamkeit von CpG 7909 beim kutanen T-Zell-
Lymphom (CTLC) und beim Melanom (Stadium III / IV) durch. Seit Dezember 2004 werden 
in Cleveland, Ohio Patienten für eine Studie rekrutiert. Fragestellung ist die Wirksamkeit von 
CpG 7909 als Adjuvans einer Hepatitis B-Impfung bei HIV-positiven und -negativen Patien-
ten [www.glinicaltrials.gov]. Carpentier und Mitarbeiter rekrutieren seit September 2005 nach 
prä-klinischen Erfahrungen zur Wirksamkeit von CpG-ODN beim Glioblastom Patienten für 
eine Phase-II-Studie zur Immuntherapie mit CpG-ODN beim malignen Glioblastom. Ebenso 
laufen weitere klinische Studien, die therapeutische Effekte von CpG-ODN beim Nierenzell-
karzinom, Basalzellkarzinom, Non-Hodgkin-Lymphom und Mammakarzinom (in Kombination 
mit Herceptin®) untersuchen. Seit Januar 2006 läuft eine Studie, die die Wirkung von CpG 
10101 auf Hepatitis C-infizierte Patienten bei gleichzeitiger Therapie mit Ribavirin und pegy-
lierten Interferonen untersucht. 2008 endet die erste Studie, in der Patienten, die bereits mit 
CpG 7909 behandelt wurden, nach maximaler Anzahl an Chemotherapien weiterhin mit CpG 
7909 behandelt werden, sofern die Neoplasie nicht fortschreitet.  
 
Seit März 2005 arbeiten die Pharmakonzerne ColeyPharma und Pfizer zusammen an 
der Weiterentwicklung des ersten kommerziellen TLR9-Agonisten ProMune™, sowie dessen 
Testung in Phase III-Studien. Inwieweit ProMune™ Einzug in die Klinik halten wird, ist bis-
lang nicht abzusehen. Ebenso lässt sich momentan noch nicht absehen, ob sich eine prä-
operative Immuntherapie chirurgischer Patienten mit erhöhtem Risiko für Infektionen oder 
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